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Depuis l’époque éloignée a laquelle on a vacciné les animaux 
contre le Pneumocoque et réussi & conférer aux sérums des 
propriétés anti-infectieuses, le probleme du tilrage des sérums 
antipneumovocciques s'est toujours posé. Mais la solution 
n’apparait que lentement, malgré des recherches nombreuses. 
Pendant longtemps, le titrage des sérums chez les animaux a 
été seul connu. Sa mise au programme de la Conférence inter- 
nationale de la Standardisation des Sérums et des Réactions 
sérologiques (1921), puis du Comité d’Hygiene de la Société 
des Nations, a orienté en beaucoup de pays les recherches des 
laboratoires sur ce snjet. Depuis quelques années, en parti- 
culier dans les pays de langue anglaise, de nombreux travaux 
ayant pour objet le titrage des sérums antipneumococciques 
in vitro ont vu le jour, mais les méthodes nouvelles n’ont pas 
encore réussi 4 supplanter les méthodes classiques, fondées 


sur l'emploi des animaux. 


A. — Méthodes de titrage in vivo. 


Méthodes le plus couramment utilisées, malgré leurs incon- 
vénients universellement reconnus, ce sont celles a l’emploi 
desquelles se rallie la grande majorité des baclériologistes. 
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En 1921, la Conférence de la Standardisation des Sérums, 
réunie 2 Londres, exprimait dans ses conclusions l’opinion 
courante alors : « La recherche du pouvoir agglutinant d'un 
sérum antipneumococcique n’a aucune valeur pour l’évaluation 
de son pouvoir thérapeutique. La méthode de choix consiste 
dans Je titrage du pouvoir antimicrobien chez l’animal, de 
préférence chez la Souris ». Récemment encore, Felton, auteur 
lui-méme d’une méthode nouvelle de titrage an vétro, écrit 
avec Stahl : « D’aprés nous, lorsque le produit doit étre utilisé 
chez ’homme, il n’y a pas d’épreuve in vitro capable de sup- 
planter l’épreuve in vivo. » Les défauts mémes des épreuves 
in vivo permettent loutefois de penser que cette opinion est 
trop catégorique. 

Les méthodes de titrage in vivo du sérum antipneumococ- 
cique offrent des modalités trés diverses. L’espéce animale uti- 
lisée est presque toujours la Souris blanche, du poids de 15a 
20 grammes. Le Lapin (Wadsworth, Goodner) est d'un emploi 
trop onéreux. La culture et le sérum sont injectés soit séparé- 
ment, & un interyalle variant entre quelques minutes et vingt- 
quatre-heures, soit mélangés extemporanément ou aprés un 
temps de contact variable, 8 une température arbitraire, par 
exemple trente minutes a la température du laboratoire. Les 
doses de culture et de sérum peuvent varier, soil pour un des 
deux, soit pour les deux. Neufeld a montré que chez la Souris 
le sérum antipneumococcique n’agit pas d’aprés la loi des 
proportions multiples : les quantilés de sérum nécessaires 
pour proléger l’animal croissent ou décroissent beaucoup plus 
lentement que les quantités de culture. Si une dose donnée de 
sérum protege les souris contre linoculation de 10~—! cent. 
cube de culture, il ne s’ensuit nullement qu'une dose dix fois 
moins forte de sérum les protégera contre lVinoculalion de 
10? cent. cube. Tous les chercheurs s’accordent pour employer 
une culture franchement virulente, tuant par exemple la Souris 
a 10 —° cent. cube par voie sous-cutanée ou 10-9 cent. cube 
environ par yoie intrapérilonéale. On ne doit pas confondre 
ici la virulence avec la masse des germes, un sérum pouyant 
se montrer efficace contre l’inoculation d'une faible quantité 
de Pneumocoques virulents, et inactif contre Vinjection d'une 
dose plus forte de germes moins virulents. 
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La voie d’inoculation est soit la vote péritonéale pour le 
sérum et la culture (Neufeld et Handel; Avery, Chickering, 
Cole et Dochez, Wadsworth, Kirkbride et R. Gilbert; Yoshioka, 
Enlows, Felton, Parish) ou pour la culture seule (Petrie et 
Morgan), soit la vote sows-cutanée pour le sérum et la culture 
(Institut Pasteur), soit la voie zntracutanée pour la culture 
(Etinger-Tulezynska), soit enfin la vote intraveineuse pour le 
sérum (Petrie et Morgan, Ktinger-Tulczynska). I] est indispen- 
sable d’injecter Ja culture, aux doses mortelles minimum, & de 
nombreuses souris-témoins et de vérifier par examen micros- 
copique et ensemencement que la mort des animaux résulte 
uniquement de J’infection pneumococcique. La leclure des 
résultals se fait & une époque variant entre le quatriéme et le 
huitiéme jour. Pour notre part, voici Ja technique que nous 
suivons habituellement. La veille, injection, sous la peau du 
flanc de la Souris, du sérum, a dilutions variables; aprés vingt- 
quatre heures, le Jendemain, injection sous la peau du flanc 
opposé d’une dose fixe de culture (100.000 a 1.000.000 doses de 
mortelles). Huit jours d’observation constituent un délai lar- 
gement suffisant. Le nombre de 10 souris constitue un strict 
minimum par dose de sérum, nombre assurément insuffisant 
pour un titrage complet. Dans des expériences nombreuses et 
réparties sur de longues années, il ne nous est pas apparu que 
la voie sous-cutanée ftit inférieure & la voie intrapéritonéale, 
beaucoup plus employée : celle-ci offre l’inconvénient d’étre 
plus ou moins aveugle. 

Quelles que soient leurs modalités, les différentes méthodes 
de litrage in vivo des sérums antipneumococciques, comme 
des autres sérums en général, sont toutes passibles de cri- 
tiques, dont la principale est l’inconstance des résultats. Tous 
les bactériologistes savent qu’en appliquant soigneusement la 
méme méthode au litrage d’un sérum, on obtient facilement 
des résultats impossibles & raccorder. Les cultures peuvent 
varier, d’une expérience a la suivante, en abondance, en pouvoir 
pathogéne, en pouvoir neutralisant (Felton) vis-a-vis du sérum. 
La sensibilité des souris varie également avec Vorigine, lage, 
le régime des animaux, l’individu méme. Tous ces facteurs de 
variabilité ont été étudiés dans de nombreux travaux auxquels 
nous renvoyons, ct les auteurs ont rivalisé dans l'emploi de 
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techniques minutieuses pour réduire le nombre des causes 
d’erreur (Enlows, Odell, Parish, W. Smith). Signalons tout 
spécialement les études trés approfondies de Petrie et Morgan, 
sur la virulence du Pneumocoque et le titrage du sérum I. 

Pour niveler les différences individuelles, tous les auteurs 
estiment nécessaire d’utiliser un grand nombre d@animaur. 
Petrie et Morgan ne craignent pas d’aller jusqu’a 50 souris. 
Ils parviennent, en employant 40 souris pour chaque dose de 
sérum, & mettre en lumiére des différences entre les doses de 
Yordre de 25 p. 100 et méme 12,5 p. 100. Par contre, Trevan, 
comme le remarque Hartley, en utilisant 40 souris par dose 
de sérum, note que la marge d’erreur est encore considérable. 
Analysant le travail de Parish, Trevan montre qu’on peut 
confondre deux sérums, dont l’un a une activité de 70 p. 100 
i 140 p. 100, comparée 4 celle du premier. Il est superflu de 
remarquer combien de pareils titrages sont d’ailleurs onéreux 
en pratique. . 

C’est pour parer 4 l’inconstance des résultats que tous les 
auteurs insistent sur la nécessité d’employer, dans chaque essai, 
un sérum-étalon, en fonction duquel on peut juger les résul- 
tats. Beard et Clapp (1932) soutiennent, il est vrai, qu’en se 
plagant dans des conditions aussi précises que possible, et 
méme en utilisant un sérum-étalon, on peut trés difficilement, 
avec un seul titrage, connaitre la valeur d’un sérum. Deux 
titrages au moins chez la Souris sont nécessaires et les résul- 
tats doivent étre jugés dans leur ensemble, par le rapproche- 
ment des doses diverses qui, pour le sérum-étalon et le sérum 
inconnu, correspondent & une mortalité de 50 p. 100 chez les 
souris. 

La nécessité d’adjoindre un sérum-étalon aux titrages était 
connue depuis longtemps. Dés 1909, Neufeld exprime cette 
opinion. A partir de 1918, un sérum-étalon est utilisé pour les 
titrages dans l’Etat de New-York, et peu de temps aprés,l’Ins- 
titut National de Washington prépare un autre sérum-étalon, 
destiné & l’usage de la Confédération. En 1922, la Conférence 
Internationale de la Standardisation des sérums, proposant 
une méthode de litrage chez la Souris, déclare : « Pour chaque 
titrage, on devra utiliser un sérum-étalon. » En 1934, le pro- 
bléme a été de nouveau posé & l’occasion de deux rapports 
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présentés par Hartley et W. Smith. Ces rapports aboutissent 
respectivement & la création de deux étalons pour les sérums 
antipneumococciques I et II. Les auteurs anglais, aux travaux 
desquels nous faisons de larges emprunts, ont exposé eux- 
mémes la genése de leurs recherches. 

En 1930, Felton faisait connaitre dans les laboratoires des 
Etats-Unis un sérum 146 antipneumococcique bivalent, actif 
contre les Phneumocoques I et II, et protégeant en particulier la 
Souris, 4 la dose de 1/50 de cent. cube, contre inoculation 
de 4.000.000 de doses mortelles de Pneumocoque I. Felton 
proposait d’utiliser ce sérum comme étalon pour le titrage des 
sérums antipneumococciques. I] voulut également préconiser 
Yemploi d’une unité de titrage et définit l’unité d’anticorps 
protecteur « la dilution de l’anticorps, ou sérum, qui protégera 
contre 1.000.000 au minimum de doses mortelles de pneumo- 
coques virulents ». Le sérum 146 protégeant la Souris 4 la dose 
de 1/500 cent. cube contre 1.000.000 de doses mortelles, on 
admit qu’il renfermait, par centimétre cube, 500 unités. 

La provision de ce sérum de Felton s’étant nécessairement 
épuisée & la longue et son activité ayant fléchi, Hartley et 
W. Smith voulurent assurer la stabilité de |’étalon, en conser- 
vant le sérum antipeumococcique a l'état sec. Ils desséchent 
les sérums antipneumococciques équins I et II dans le vide en 
présence de P?O0° jusqu’a poids constant et conservent la pou- 
dre dans des ampoules remplies d’azote, scellées, en chambre 
froide(— 2°a— 4°). Ils ont également raccordé leurs recherches 
avec celles de Felton. Des titrages comparés du sérum anglais 
et du sérum américain 146 ont été faits dans divers labora- 
toires de la Grande-Bretagne, des Etats-Unis et du Canada avec 
plusieurs techniques. 12 évaluations nontrérent que le sérum 
anglais sec était environ cing fois plus actif que le sérum aimné- 
ricain. 1/1.000 de cent. cube de sérum anglais I liquide, ou 
0 gr. 0886 de sérum sec, correspond a 4 unité d’anticorps I, 
c’est-a-dire protége la Souris contre l’inoculation de 1.000.000 
dedoses mortelles de Pneumocoque I ; pour le sérum I, l’unité 
est représentée par 0 gr. 0894 de sérum sec. 

L’adoption de sérums antipneumococciques étalons parait 
aujourd’hui indispensable, si l’on veut comparer |’efficacité de 
la sérothérapie en différents pays, et le choix de sérums secs 
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constitue un progrés réel. Aucun malentendu n’est possible, 
tant que U'unité d'anticorps est définie par une quantité connue 
de sérum. Si l'on admet arbitrairement que le sérum-élalon 
anglais contient 1.000 unités par centimétre cube, un sérum 
protégeant dans la méme expérience, aux mémes doses, deux 
fois moins de souris, sera étiquelé a 500 unités par cent. cube, 
mais notons bien gw’'tl est impossible d’aller plus loin, par les 
méthodes in vivo, sans abandonner toute exactitude. On ne sau- 
rait, notamment, définir avec précision l’unité d’anticorps par 
le nombre de doses mortelles minimum de culture que neu- 
tralise chez la Souris une quantité donnée de sérum. C’est que 
la notion de dose mortelle, comme le remarque aussi Trevan, 
est elle-méme mal définie. Aucun expérimentateur n'est 
capable d’opérer réguliérement dans des conditions ou le pou- 
voir pathogéne demeure rigoureusement invariable, et quelle 
que soit son habileté, il ne peut pas éliminer les inégalités 
individuelles de résistance chez les animaux. En résumé, nos 
recherches personnelles, conjointement avec la lecture des tra- 
vaux des auteurs, nous imposent la conviction que le titrage 
des sérums antipneumococciques chez la Souris nécessite l'em- 
ploi de techniques délicates, onéreuses, infidéles, utilisant de 
toute nécessité un sérum étalon. Mais, im vivo, la valeur 
absolue du sérum-étalon est elle-méme trés difficile, sinon 
impossible, a chiffrer avec précision et sans erreur. 


B. — Méthodes de titrage /n vitro. 


Liirrégularité des résultats fournis par les méthodes de 
tilrage chez l’animal nous amenait depuis longtemps, comme 
Yun de nous I’écrivait en 1922, 4 « souhaiter qu’un nouveau 
procédé de titrage zn vitro permette d’éliminer le facteur de la 
résistance individuelle ». Or, depuis quelques années, certains 
bactériologistes, frappés par les mémes inconvénients, ont 
proposé en effet de titrer 7m vitro les sérums antipneumococ- 
ciques. Les méthodes préconisées sont fondées sur l’observa- 
tion de divers phénoménes. Dans la précipitation, on déter- 
mine quelle est la plus faible quantité de sérum capable de 
troubler une solution du polysaccharide pneumococcique corres- 
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pondant, en comparant le résultat obtenu au résullat d’un 
sérum-étalon. Dans la floculation et la neutralisation in vitro, 
on détermine quelle est la quantité de sérum capable de neu- 
traliser une quantité fixe d’antigéne. 


PriciPiraTIoNn. 


La précipitation a été proposée, dés 1909, par Calmette et 
Massol comme moyen de titrage du sérum anticobraique. En 
1919, M. Nicolle, Debains et Césari l’appliquent au titrage des 
sérums anlidiphtérique et antitétanique. 

L’extension de la méthode au titrage des sérums antimicro- 
biens s'est heurtée longtemps a des difficultés pratiques. Dochez 
et Avery (1917) avaient signalé la propriété que possedent les 
filtrats de cullures ppeumococciques de précipiter au contact des 
sérums homologues, mais l'emploi de la précipitation n’a été 
possible qu’aprés les travaux d’Heidelberger et Avery, a partir 
de 1923, sur divers polysaccharides extraits des diflérentes races 
de Pneumocoque. 

En 1928, Sobotka, Friedlander, Banzhaf étudient les lois de 
la précipitation des substances spécifiques solubles des Pneu- 
mocoques J] et II] par les sérums homologues. Ils signalent 
Vexistence des phénoménes de pro-zone et de posl-zone et cons- 
tatent que l'index précipitant varie parallelement au nombre 
d’unités protectrices indiqué par le titrage des sérums chez la 
Souris. 

Zozaya, Boyer et Clark (1930) sont frappés, avec les autres 
auteurs, par Vinfidélité des résultats obtenus chez la Souris et 
invoquent comme causes la sensibilité excessive de cette espece 
animale au Pneumocoque et la difficulté d’obtenir des dilutions 
de titre constant. Ils comparent la précipitation obtenue par le 
sérum & litrer avec la précipitation d’un sérum étalon, qu’ils 
tilrent une fois pour toutes avec soin chez l’animal. En multi- 
pliant le nombre d’unités préventives du sérum étalon par le 
rapport des titres précipitants du sérum élalon et du sérum a 
titrer, on calcule le nombre d’unilés préventives contenues 
dans ce dernier. La méthode de Zozaya, Boyer et Clark est rela- 
tivement simple, puisque |’extrait pneumococcique ulilisé ne 
contient pas nécessairement le polysaccharide a |’état pur; ces 
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auteurs indiquent une technique pour l’obtenir. En examinant 
des sérums de chevaux en voie d’immunisation contre le Pneu- 
mocoque, ils obtiennent par la précipitation des renseigne- 
ments plus sirs que par le titrage chez la souris. 

leidelberger, Sia et Kendall (1930) utilisent également le 
pouvoir précipitant du sérum vis-a-vis de Ja substance spéci- 
fique soluble, mais ils calculent la quantité de proléine spéci- 
fique précipitée, au moyen d’un dosage d’azote (micro-méthode 
de Kjeldahl). Ils constatent sur une série de sérums que le 
poids de protéine précipitée s’accroit parallélement au nombre 
dunités préventives trouvé par le titrage chez la Souris. 

R. Brown (1933) titre 46 sérums par la méthode de précipi- 
tation, en utilisant une substance hydrocarbonée isolée avec 
Wadsworth. Cette substance est préférable a celle de Hei- 
delberger et Avery parce que seule elle vaccine la Souris 
contre le Pneumocoque et précipite deux a trois fois plus 
d’azote. En outre, si l’on absorbe le sérum antipneumococcique 
avec la substance de Wadsworth et Brown, il perd plus de 
pouvoir protecteur qu’absorbé avec lasubstance d’ Heidelberger 
et Avery, et le précipité est plus actif dans le premier cas que 
dans le second. Les titrages de R. Brown, qui ont toujours lieu 
en présence dun sérum étalon, fournissent des résultats 
cadrant avec les litrages chez la Souris dans 91,3 p. 100 descas, 
et pour des sérums antipneumococciques concentrés dans 8 cas 
sur 9. Brown propose donc lutilisation de cette méthode pour 
suivre chez les chevaux les progres de l’immunisation. 

Plus récemment, Viktoroff, Guintze-Verner et Demidova 
(1936) ont repris l'étude des titrages par précipilation. Ils 
déterminent la dilution maximum de sérum qui fournit une 
précipitation franche en présence de la substance spécifique 
soluble, ayant toujours soin d’opérer parallélement avec un 
sérum étalon dont le pouvoir préventif chez la souris est bien 
connu. La substance spécifique soluble est préparée suivant la 
technique simplifiée de Zozaya, Boyer et Clark. Pour14 sérums 
(42 monovalents des types I ou II el 2 bivalents), ils ont com- 
paré la précipitation a 4 autres méthodes : pouvoir aggluti- 
nant, pouvoir bactériotrope (Neufeld et Boenck), dosage de 
Vazote dans le précipité spécifique (Heidelberger et Kendall), 
enfin pouvoir préventif chez la souris. Ils concluent que le pro- 
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cédé par précipitation fournit les valeurs les plus paralléles & 
celles du pouvoir préventif. 

Notons que l'emploi d’un sérum-étalon s'impose plus impé- 
rieusement encore dans les titrages par précipitation que dans 
les titrages chez l’animal. En effet, si l’on ajoute a des dilutions 
de plus en plus étendues de sérum antipneumococcique, une 
quantité fixe d'une solution de polysaccharide, Ja précipitation 
cesse de se produire, une fois dépassé un certain tube-limite, 
c’est-a-dire lorsque le sérum est trop dilué. Mais la limite de la 
précipitation ne saurait sans erreur étre exprimée par le taux 
de dilution du sérum. En effet, la limite de cette précipitation 
varie quand varie la dilution du polysaccharide (voir tableau 
ci-dessous). Les solutions les plus faibles de polysaccharide 
sont celles qui se troublent au contact des dilutions les plus 
étendues de sérum. La précipitation exprime le rapport de 
concentration du polysaccharide 

concentration du sérum 
tats n’ont gu’une valeur relative et ne sauraient étre jugés que 
par rapport aux résuliats dun sérum étalon fize. 


deux facteurs . Aussi ces résul- 
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+, Précipitation franche; +, précipitation faible. 


FLocuLATION. 


La méthode de Ramon'(1922) pour le}titrage du sérum anti- 
diphtérique, fondée sur la neutralisation exacte de la toxine par 
l’antitoxine du sérum dans le premier tube ow |’on voit appa- 
raitre la floculation, est aujourd’hui classique. 
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En 1926, Jungeblut, reprenant avec le Pneumocoque Ices 
recherches de Dujarric de la Rividre et Roux sur le Méningo- 
coque et le Gonocoque, a étudié la floculation du sérum anti- 
pneumococcique en présence d’extrait alcoolique de Pneumo- 
coque, mais n’a pu établir de relation fixe entre les pouvoirs 
floculant et anti-infectieux du sérum chez la Souris. 

W. Smith (1932), en s’appuyant sur les travaux de Ramon 
(1922), puis ceux de Dean et Webb (1926), concernant la pré- 
cipitation des mélanges sérum-antisérum de cheval, a propose 
une nouvelle méthode de tilrage des sérums antipneumo- 
cocciques. 

Une quantité fixe de sérum, 4 une dilution choisie, variable 
avec chaque sérum, est mélangée & une série de dilutions de 
plus en plus étendues de polysaccharide pneumococcique. On 
cherche quel est Je tube ot apparail en premier lieu la flocula- 
tion : c’est la que se combinent, en quantités équivalentes, 
antigene et anticorps. Le résultat est exprimé par une fraction 
dont le numéraleur indique le taux de dilution du sérum 
étudié, et le dénominateur correspond au taux de la solution 


: 80 
de polysaccharide. Par exemple, 339.953 est la valeur trouvée 
quand la floculation se produit en premier lieu avec un sérum 
1 


utilisé & 1/80 pour une solution de polysaccharide & 


80 4 
ou encore 333333 = 7465 La méthode comporte deux 


339.933. 


épreuves préliminaires et un tilrage définitif. Elle exige lobser- 
vation de précautions minutieuses dans la préparation des 
réactifs, leur mode de mélange, l’observation de la tempéra- 
ture, la réaction du milieu, enfin la recherche attentive du pre- 
mier tube ot l'on guette l’apparition de la floculation. 

Six dilutions diverses d'un méme sérum, faites A un taux 
inconnu de W. Smith lors de ses recherches, ont été ainsi 
titrées par lui. Deux ont fourni des valeurs réelles; quatre, des 
valeurs plus ou moins voisines, avec des erreurs de 5,3, 5,3, 
7, 14,4 p. 100. Un autre séram desséché a servi & préparer 
six dilutions diverses; les erreurs de tilrage ont yarié entre 0 
el 12 p. 100. Le point important élait de déterminer si les 
valeurs fournies par cette méthode correspondaient aux valeurs 
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obtenues aprés titrage chez la souris. Quatre sérums étudiés 
par la floculation comparativement a un sérum étalon et paral- 
lélement sur un trés grand nombre de souris (200 par sérum, 
c’est-a-dire 40 souris pour chacune des cing dilutions de sérum) 
ont fourni des valeurs paralléles dans les deux méthodes in 
vitro et tn vivo. Cependant il existe, au dire de W. Smith, des 
sérums pour lesquels il y a discordance entre les deux ordres 
de résultats et la méme discordance a été notée par lui dans le 
titrage des sérums concentrés. 


NEUTRALISATION DES ANTICORPS in vitro. 


Nous étions nous-mémes trop avertis depuis longtemps des 
causes d’erreur inhérente aux tilrages chez les animaux pour 
ne pas orienter nos recherches vers les titrages in vitro. En 
cherchant un moyen simple de classer rapidement des sérums 
et en méme temps de suivre les progres de l'immunisalion chez 
nos chevaux, nous avons élaboré Ja méthode décrite plus loin. 
Lorsque les résultats nous encouragérent & en poursuivre 
l'étude, nous découvrimes que Fellon avait, depuis cing ans, 
tenté de fonder une méthode de titrage d’ailleurs différente sur 
le méme principe général. Voici quelle fut la suite chronolo- 
gique de ses recherches et des notres. 

En 19390, Felton montrait que l’anticorps protecteur du sérum 
peut étre totalement neutralisé par les cultures tuées de Pneu- 
mocoque. Cette neutralisation est spécifique du type microbien 
et obéit & la loi des proportions multiples. I! existe une relation 
définie entre Je pouvoir protecteur d'un sérum et la dilution de 
sérum tolalement neutralisée par l’antigéne correspondant. En 
pratique, Felton proposait de mélanger une quantité fixe de 
culture tuée par le formol avec des dilutions variées de sérum. 
Il injectait ces mélanges aux souris, et en méme temps une 
culture vivante, pour s’assurer de la neutralisation du premier 
mélange. La survie de la Souris indiquait que l’anticorps n’avait 
pas été fixé totalement par la culture tuée; la mort de l’animal 
signifiait au contraire une neutralisation complete. 

Felton, qui parait avoir abandonné |’emploi de cette méthode 
de titrage, la compare dans un travail ultérieur (1931) avec 
plusieurs autres méthodes : titrage du sérum chez la Souris, 
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titrage du pouvoir précipitant vis-a-vis de la subslance spéci- 
fique soluble, du pouvoir agglutinant, dosage de l'azote dans 
le précipité spécifique (Heidelberger, Sia et Kendall). 39 sérums 
ont été étudiés. La précipitation fournit les valeurs les plus 
voisines des valeurs obtenues par le titrage chez la Souris, mais 
elle a l’inconvénient, dit Felton, de laisser place, dans la lec- 
ture des résultats, & un coefficient personnel d’erreur; en outre, 
les chiffres obtenus sont modifiés et faux pour les sérums 
anciens ou concentrés. Le dosage de ]’azote est un procédé 
moins stir, moins sires encore la neutralisation in vitro et 
Vagglutination. 

En ce qui concerne la neutralisation, nous pensons que cette 
premiére méthode de Felton (1930) doit comporter d’impor- 
tantes causes d’erreur. La neutralisation du mélange est jugée 
par les résultats de l’inoculation ala Souris: or, de l’aveu una- 
nime, les expériences in vivo sont essentiellement sujettes a 
erreur. 

C'est pourquoi nous étions, pour notre part, poussés a pour- 
suivre la mise au point d’une méthode zn vitro, capable d’éli- 
miner completement les causes d’erreur inséparables de tvout 
titrage animal. Nous avons cru pouvoir atteindre cet objectif 
en utilisant, pour la neutralisation de l’anticorps, wn antigéne 
sec, toujours comparable a lui-méme et pondérable. 

lly a lieu, avant tout, de farre agir le sérum sur un échantilion 
de Pneumocoque appartenant a la race agglutinante correspon- 
dante. Cetle précaution observée, le principe de la méthode est 
le suivant : déterminer le volume maximum de sérum qu'un 
poids connu dantigéne sec peut dépouiller de ses anticorps. On 
met en contact un poids constant d’antigéne pneumococcique 
avec des volumes variés de sérum. Dans le liquide, séparé par 
centrifugation, on décéle la présence danticorps libre par addi- 
tion d’une solution de polysaccharide homologue, qui provoque 
la précipitation. 

Voici la technique que nous utilisons : 

Préparation de lantigéne. — C’est l’antigéne méme employé pour l’immu- 
nisation des chevaux. On cullive le Pneumocoque a 35° dans la peptone Martin 
obtenue par macération d’estomacs de Porc pendant sept a huit heures (tech- 
nique de Salimbeni et d’Hérelle), glucosée 4 2 p. 1.000. Aprés dix-huit heures 


d’étuve, les cultures sont centrifugées, et les culots, débarrassés du liquide 
surnageant, sont émulsionnés dans un excés d’alcool. On ajoute partie égale 
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d’éther et on laisse déposer quelques heures. Une fois la décantation opérée, 
on desséche le sédiment dans le vide sulfurique, puis on le pulvérise dans 
un broyeur a billes. La poudre fine ainsi obtenue est conservée en flacons 
stériles, au sec, 4 la température du laboratoire. Pour obtenir des résultats 
comparables, il faut se réserver une provision assez abondante d’antigéne 
étalon du méme échantillon pneumococcique; nous avons vu, en effet, le 
méme sérum neutraliser A des doses différentes (0 c. c. 30 et 0 c. c. 2) 
deux antigénes alcool-éther préparés avec deux échantillons différents de 
Pneumocoque 1. 

Préparation de I’émulsion microbienne. — 20 milligrammes de poudre pneu- 
mococcique sont émulsionnés dans 20 cent. cubes d’eau salée a 1 p. 100. En 
fait, lorsque la quantité d’antigéne contenue dans chacun des tubes est plus 
abondante qu'il n’est utile pour fixer les anticorps du sérum, il y a lieu 
d’abaisser la concentration de l’émulsion : on pése alors 10 milligrammes 
pour 20 cent. cubes d’eau salée, ce qui correspond a 1/2 milligramme par 
tube. 

Préparation de la solution de polysaccharide. — Nos recherches ont été 
faites avec un échantillon de polysaccharide I que nous a aimablement remis 
le Dt W. Smith, échantillon préparé suivant la technique de Dudley et 
Smith. Des essais de titrage de sérum III ont été faits avec un échantillon 
de polysaccharide préparé par nous suivant la technique de Zozaya, Boyer et 
Clark. Nous avons employé pour les sérums I, la solution de polysaccharide I 
a ae utilisée dans la méthode de floculation. Les solutions de polysac- 
charide sont filtrées sur bougie et conservées a la glaciére en flacons de 
verre Pyrex. 

Cette solution pourrait au besoin étre remplacée par un filtrat de culture 
du type I, mais les résultats obtenus sont moins nels et difficilement com- 
parables d'une expérience a l'autre. 

Titrage proprement dit. — On verse dans une série de 10 tubes des volumes 
décroissants (1 cent. cube 4 1/10 de centimétre cube) de sérum antipneu- 
mococcique, des volumes croissants (1/10 de centimétre cube a 1 cent. cube) 
de sérum normal, 1 cent. cube de solution de NaCl dans l’eau, 4 1 p. 100, et 
4 cent. cube d’émulsion de poudre microbienne. On abandonne une heure 
a 35°, en agilant plusieurs fois. Aprés centrifugation, on ajoute dans une 
série de nouveaux tubes, 4 1 cent. cube de liquide limpide contenu dans 
chaque tube de la premiére série, 1 cent. cube de solution de polysaccharide 
a ee On cherche quel est le tube ou l’opacité produite est le plus faible, 
en le comparant a un tube témoin, qui renferme exclusivement la solution 
de polysaccharide et le sérum normal. ' 

Lorsqu’on a affaire & des sérums opalescents, la lecture des résultats 
peut étre rendue difficile. Une précaution utile consiste a4 adjoindre a 
chaque tube de la série un tube-témoin renfermant 41 cent. cube d’eau salée 


au lieu d’extrait microbien. 


Il est donc possible de déterminer, par cette méthode, la 
quantité la plus forte de sérum neutralisée par un poids connu 
d’antiggne pneumococcique. A la faveur de cetle méthode, 
nous avons vérifié plusieurs faits observés par Felton. La satu- 
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ration réciproque de l’antigéne et de l’anticorps suit la loi des 
proportions multiples : un sérum dilué de moitié est neutralisé 
par un poids moitié moindre d’antigéne. D’autre part, les échan- 
tillons de Pneumocoque appartenant & un groupe agglutinant 
donné ne peuvent neutraliser que les sérums homologues et 
sont seuls capables d’épuiser le pouvoir protecteur de ces 
derniers. La poudre de Pneumocogue alcool-éther du type Il 
ne neutralise pas les sérum du type J, méme a des doses dix 
fois supérieure & la dose de Pneumocoque alcool-éther I qui se 
montrerait neutralisante dans les mémes conditions. 

Nous avons constaté, en outre, que le contact préalable d’un 
sérum avec des pneumocoques de race étrangére ne modifie 
nullement les résultats du titrage du sérum pratiqué ensuite 
avec les pneumocoques qui lui correspondent. Un exemple 
fixera les idées. Mettons en contact une émulsion de Pneumo- 
coque alcool-éther II avec le sérum | pendant une heure a 35°. 
Apres centrifugation, le liquide surnageant est additionné pen- 
dant une heure & 35° de Pneumocoque alcool-éther I. On cen- 
trifuge. Le liquide clair, mis au contact de la solution de poly- 
saccharide I, se comporte comme sil n’avait pas été mis 
préalablement en présence de la poudre alcool-éther IJ. Cette 
derniére parait ne fixer aucun élément du sérum. Notre méthode 
ne titre donc gue les anticorps de type. 

On pourrait objecter qu'une dose fixe d’antigeéne pneumococ- 
cique dépouillant différents sérums d’une quantité constante 
d’anticorps, le deuxitme temps de notre méthode n’est pas 
autre chose qu’un simple titrage du pouvoir précipitant. 
Telle n’est pas notre opinion. Comme |’a montré Sabin, un 
sérum anlipneumococcique, mis en présence d'un excés de 
polysaccharide correspondant et ayant cessé de précipiter, con- 
tient encore un reliquat d’anticorps protecteurs, qui précipitent 
un centrifugat de culture. Or, comme nous l'avons constaté, 
un pareil sérum cesse de précipiter ce centrifugat aprés avoir 
été mis en contact avec notre antigéne alcool-éther et avoir 
perdu son pouvoir protecteur. En outre, un sérum antipneu- 
mococcique du type III, précipilant fortement la solution de 
polysaccharide correspondant, et trés peu protecteur — trés 
peu floculant aussi (méthode de W. Smith) — s’est montré fai- 
blement neutralisant, une fois étudié par notre méthode. Nous 
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pensons donc que le pouvoir neutralisant. marche de pair avec 
le pouvoir protecteur, plus étroitement que le pouvoir précipi- 
tant ne le fait lui-méme. 

Une autre objection pourrait étre faite & notre méthode. Dans 
son deuxiéme temps, la précipitation est utilisée pour déceler 
des traces d’anticorps de sérum non fixées par l’antigéne alcool- 
éther. On pourrait soulenir que la situation du dernier tube 
variera suivant Ja dilution du polysaccharide (4/50.000 dans le 
cas actuel). A la vérité, avec des dilutions plus étendues, la lec- 
ture devient malaisée; d’autre part, l'emploi des solutions plus 
concentrées pourrait fausser les résultats (phénomeénes de pro- 
zone et de post-zone). Entre les concentrations de 1/10.000 et 
1/200.000, le titre de Ja solution est indifférent. De plus, la quan- 
tité la plus faible de sérum a déceler est, dans notre technique, 
de 1/10 de cenlimétre cube puisqu’un tube différe du tube voisin 
par 1/10 de centimétre cube de sérum. Or, pour les concentra- 
tions en polysaccharide entre 4 /4.000 et 1/500.000, les résullats 
me varient pas pour 1/10 de centimétre cube de sérum (voir le 
tableau précédent). 

Examinons maintenant les résultats fournis par celte nou- 
velle méthode. Le tableau suivant résume l'étude comparée de 
40 sérums antipneumococciques équins du type I éludiés par 
notre méthode de neutralisation et la méthode de floculation de 


W. Smith. 


NEUTRALISATION 
(dose de Pirin on cent. cube FLOCULATION 
SERUMS neutralisant 1 milligramme rapport gnligene 
de Pneumoeoque I anticorps 
alcool-éther). 
4 ESS aon akon Catia 0,08 I) LORS BS} 
Sone ce eRe ces ie 0,15 D5 320 
ke TA ae has OEE.) RE 0,415 1/ 7.348 (moyenne de 2 expériences). 
SES ee eee en cae 0,25 1/ 6.666 
Gilager S-Series 0,40 1/413 215 (moyenne de 2 expériences). 
OUR sce teks ee ee sas 0,40 {/23.213 
LA 4 Birese aaciee cal eae Oem 0,50 4 {12.753 
OPIS “SOM helo. pce 0,60 1/21 .000 
| Ee 8 ee ea ae 0,80 Titrage impossible. 
Sie 5 err a=c ae Re 0,90 Titrage impossible. 


Si l’en compare les valeurs fournies par les deux méthodes 
on voit que d’une facon générale et malgré des variations 
individuelles, les sérums les plus floculants sont aussi 
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les plus neutralisants. 1 milligramme de notre antigéne pneu- 
mococcique I alcool-éther sature des volumes divers des différents 
sérums étudiés, volumes variant entre 0c. c. 08 et 0c. c. 90. La 
méthode par neutralisation nous a permis de classer des sérums 
faibles qui élaient difficiles & classer in vivo et n’étaient pas 
titrables par la floculation; cet avantage est a retenir dans 
examen systématique des sérums de chevaux en voie d’immu- 
nisalion. 

Cette méthode par neutralisation offre les qualités suivantes. 
Simplicité, rapidité, économie : aucune habileté particuliére 
n’est requise, l'emploi d’un sérum étalon est superflu, les 
résultats sont obtenus rapidement, |’emploi onéreux de trés 
nombreux animaux est supprimé. Précision : iln’y a plus & 
craindre l'ingérence de facteurs variables tels que la résistance 
des animaux, le pouvoir pathogéne el neutralisant des cultures ; 
les chiffres obtenus par des expérimentateurs différents concor- 
dent ou sont trés voisins. Senszbilité: notre méthode nous a 
paru aussi sensible que la floculation, comme en témoignent 
les résultats figurant dans le tableau suivant. 


NEUIRALISATION 
in vitro FLOCULATION 


SERUMS (dose de sérum en cent. cubes antigane 
neutralisant 1 milligramme rapport ———— 
de Pneumocoque I anticorps 


alcool-éther). 


TEV Quel nt ae kt, eer eee 0,15 1/16 .000 
DiluGia7Sete a ees ee Aes 4/32.000 


Le sérum ayant été dilué a 1/3, la floculation a indiqué le 
chiffre 2, et la neutralisation celui de 3,3. 

Notre méthode semble également plus sensible que la méthode 
de titrage chez la Souris. Le tableau suivant montre 3 sérums 
que nous n’avons pas réussi & différencier franchement par le 
titrage animal, et qui ont fourni in vitro des valeurs différentes. 


TITRAGE 
chez Ja souris 
‘ (mortalité p. 100 NEUTRALISATION 
SSKEM® des animaux avec 1/20 en cent. cubes ERAGE EDS) 
de centimétre cube 

de sérum 
Alesse ge arae 80 0,08 1/8.333 
Lo sete one 70 a 83 selon les expériences. 0,15 4/7.348 


Ble Ries 80 a 88 selon les expériences. 0,50 4/12. 753 
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Reste la comparaison des résultats obtenus par la neutralisation 
et le tatrage chez la Souris. Il semble, en principe, que toute nou- 
velle méthode de titrage zn vitro doit pouvoir fournir des valeurs 
les plus voisines possible des valeurs trouvées in vivo. Mais, en 
pratique, on est obligé de reconnaitre que les résultats des 
expériences chez l’animal sont éminemment variables. Pour les 
3 sérums figurant au tableau précédent, on ne trouve guére par 
les méthodes in vivo et in vetro de corrélation entre les deux 
séries de résultats; la mortalité des animaux ne différe pas sen- 
siblement tandis que la neutralisation fournit des chillres dif- 
férents pour les & sérums. Faut-il conclure que les résultats in 
vitro ne sont pas paralléles aux résultals im vivo? On serait tout 
aussi fondé & admettre que la méthode in vitro est plus sensible. 
Nous avons pour une série de sérums anti-rouget comparé les 
résultats du titrage zn vitro avec les résultats parfaitement nets, 
dans ce cas particulier, du titrage chez la Souris et nous sommes 
ainsi portés & croire par analogie que notre méthode in vitro 
est capable de mesurer l’aclivilé thérapeutique des sérums 
antipneumococciques. 

Depuis notre premiére publication (juin 1935), Felton et Stahl 
ont fait connailre (décembre 1935) une nouvelle méthode de 
titrage du sérum antipneumococcique in vitro, fondée tou- 
jours sur le principe que proposait Felton en 1930. Des dilu- 
tions de sérum 4 titrer sont mises en contact avec une quantité 
fixe d’une solution du polysaccharide pneumococcique corres- 
pondant. Aprés un temps de contact suffisant, on centrifuge 
le mélange et on ajoule au liquide une quantité définie de 
sérum antipneumococcique précipitant. Ce dernier constitue 
un réactif indicateur, destiné 4 déceler les traces de polysac- 
charide qui n’ont pas été fixées par le sérum & titrer. Un 
trouble se produit donc dans les tubes ot demeure du poly- 
saccharide libre. Le premier tube restant limpide correspond 
au mélange neutre d’antigéne et d’anticorps. En somme, 
Felton fixe l’anticorps sur le polysaccharide dans le premier 
temps de la méthode et décéle dans le deuxiéme temps, par 
addition du sérum indicateur, l’excés de polysaccharide non 
fixé sur le sérum & titrer. L’exéculion de la méthode parait 
complexe; il faut tenir comple de la pureté plus ou moins 
erande de |'extrait pneumococcique en polysaccharide, et de la 
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force du sérum précipitant indicateur. Le nombre d’unités pré- 
ventives du sérum 2 titrer est obtenu a laide d’une formule. 

Cette deuxitme méthode de Felton vient d’étre mise en 
paralléle aux Etats-Unis par Barnes, Clarke et Wight (1936), 
avec le titrage chez la souris et plusieurs méthodes in viéro : 
précipitation des globulines par l’eau distillée (water test), 
agglutination, précipitation du polysaccharide, floculation. 
Ces auteurs ne retiennent avec la neutralisation de Felton que 
la floculation (W. Smith) et la précipitation. Leur étude porte 
sur 50 sérums du type I. La floculation de W. Smith leur 
fournit des résultats parfois variables suivant l’observalteur 
et malaisés & interpréter, en raison de la difficullé de découvrir 
parfois le premier tube floculant. La neutralisation de Felton 
(deuxiéme méthode) leur semble assez simple et suffisamment 
exacte, mais d’une exécution un peu longue. En général, les 
sérums | fournissent, mieux que les sérums IH, des résultats 
voisins in vivo et in vitro. En définitive, les auteurs améri- 
cains cités trouvent la simple précipitation, rapide et assez 
exacte pour trier, dans la pratique, les sérums antipneumo- 
cocciques qu ils se proposent de soumettre a la concentration. 

En somme, le titrage du pouvoir thérapeutique des sérums 
antipneumococciques est un probléme qui a recu a l’heure 
actuelle plusieurs solutions, plus ou moins saisfaisantes. 

Les méthodes chez la souris sont compliquées, délicates, 
onéreuses; leurs résultats sont infidéles et n’ont de significa- 
tion que jugés en présence d’un sérum-étalon, dont la valeur 
est elle-méme difficile & préciser. 

La précipitation, quelles que soient les modalités de tech- 
niques, fournissent des chiffres qui n’ont de sens qu’en face 
d'un sérum-étalon, dont il faut connaitre au préalable le pou- 
voir anti-infectieux chez la souris. 

La floculation présente certaines difficultés techniques et ne 
ne fournit pas pour tous les échantillons de sérums des chiffres 
en rapport avec le pouvoir anti-infectieux, elle s’applique mal 
au titrage des sérums concentrés. | 

La neutralisation im vitro par la premiére technique de 
Felton offre Vinconvénient de nécessiter l'emploi de la Souris. 

Notre méthode personnelle de neutralisation in vi/ro parait 
avoir sur la méthode de Felton et Stahl lavantage de la sim- 
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plicité et de la rapidité. Elle est économique, sensible, fournit 
des valeurs fixes, quel que soit l’expérimentateur et absolues 
pour un anligéne donné. Elle ne nécessite pas l’emploi d’un 
sérum-élalon. 


Nous montrerons plus tard son application possible au 
titrage d’autres sérums thérapeutigues. 


BIBLIOGRAPHIE 


Avery, Caickerinc, Cote et Docnez. Monographs of the Rockefeller Institule for 
Med. Research., n° 7, 1947. 

Barnes, Crarke et Wicurt. J. Immun., 30, 1936, p. 127. 

Buarp et Crap. J. Immun., 23, 1932, p. 91. 

Brown. J. Immun., 25, 1933, p. 149. 

Coront et Pocuon. Comptes rendus Acad. Sc., 200, 12 juin 1935, p. 2039; 202, 
23 mars 1936, p. 1421. 

Dupvry et Situ. J. Path. Bact , 37, 1933, p. 344. 

Entows. Treasury Department U. S. Public Health Service. Hygienic Labo- 
ratory Bulletin, n° 134, 1923. 

Etinger-Tuiczynska. Z. /. Hyg., 145, 1933, p. 608. 

Feiton. J. Immun., 19, 1930, p. 485 et 511; 24, 1934, p. 341. 

Fevton et Sranv. Publ. Health Reports, 50, décembre 1935, p. 1730. 

FeieoLanver, Sosorka et Banzaar. J. LE. M., 47, 1928, p. 79. 

Goopngr. J. Immun., 25, 1933, p. 199. 

Hartvey, Parisn, Petrin et W. Smrrn. The Lancet, 8 juillet 1933, p. 91. 

HEIDELBERGER, SIA et Kenpa.u. J. E. M., 52, 1930, p. 477. 

JuncEstur. J. E. M., 414, 1927, p. 227. 

Morean et Perris. Brit. J. Exp. Path., 14, 1933, p. 323. 

Neurevo. Arb. aus d. kais. Gesundheitsamt, 34, p. 166. 

Negvre.p et Harnost. Handbuch der pathogenen Mikroorg., article Pheumocoque, 
4912. 

OpetL. J. Immun., 18, 1930, p. 73. 

Panisu. J. Path. Bact., 33, 1930, p. 729. 

Perris et Morcan. Brit. J. Exp. Path., 12, 1931, p. 447; 13, 1932, p. 96. 

Sasin. J. E. M., 53, 1934, p. 93. 

Situ. J. Path. Bact., 35, 1932, p. 509. 

Sita, Fiscuer et L. Smiru. The Lancet, 21 juillet 1934, p. 155. 

Sosorka et FrireoLarnpEn. J. Immun., 15, 1928, p. 175; J. E.M , 47, 1928, p. 57. 

Société pes Nations. Gonférences internationales de la Standardisation des 
sérums et des réaclions sérologiques, 12-14 décembre 1921, Londres; 
20-26 novembre 1922, Paris. 

Société pes Nations. Bulletin trimestriel de Vorganisation d Hygiéne. Slandar- 
disation biologique. Geneve, janvier 1935. 

Trevan. J. Path. Bact., 33, 1930, p. 739. 

Vixrororr, Guintze-Verner et Demtpova. Ces Annales, 56, 1936, p. 52. 

Wanswortu et Brown. J. Immun., 24, 1934, p. 245 et 255; 24, 1933, p. 349. 

Waoswortn, Kinksrine et R. Gaieert. Arch. of Internat. Medicine, 23, 1919, p. 269, 

Yosuroxa. Z. Hyg., 99, 1923, p. 193. 

Zozaya, Boyer et Crank. J. E. M., 52, 1930, p. 414. 


PREPARATION D'UN SERUM 
CONTRE LE VENIN DE SCORPION 


par Erreyns SERGENT. 


(Institut Pasteur d’ Algérie.) 


Des médecins algériens nous ont signalé a plusieurs reprises 
que dans certaines régions la piqtre de scorpion causait chaque 
année des cas de mort et que la préparation d’un sérum théra- 
peutique serait trés utile. 

Le venin utilisé pour préparer ce sérum est celui du scorpion 
qui cause le plus grand nombre de cas de mort en Algérie (4), 
le Prionurus australis L. L’animal fournisseur de sérum est 
Vane. L’effet du venin et celui du sérum ont été expérimentés 
sur la souris blanche. 


DosE MORTELLE POUR LA SOURIS. MACERATION DE TELSONS. 


Des recherches préalables (2) nous ont montré que la dose 
mortelle pour la souris de 20 grammes correspond a 1/40 de 
telson de P. australis. En raison des difficultés que présente 
Vobtention a l’état de pureté et en quantité pondérable du venin 
de scorpion, nous avons employé une macération de telsons. 
En raison de la variabilité bien connue de la toxicité des venins, 
nous préparons celte macération avec le plus grand nombre 
possible de telsons chaque fois. Toutes les macérations pré- 
parées, au nombre de plus de 30, ont donné des résultats iden- 
liques : une demi-goutte, diluée dans V gouttes d’eau salée a 
9 p. 1000, tue réguliérement Ja souris en deux heures en 
moyenne (sur 292 sujets). C’est la dose mortelle-souris. 


(1) Etienne Srrcent. Arch. Inst. Pasteur d' Algérie, 14, 1936, sous presse. 
(2) Etienne Sercenr, Etude du venin des scorpions d’Algérie. Arch. Inst. 
Pasteur dW Algérie, 143, n° 1, mars 1935, p. 39-41. 
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La macération est préparée de la facon suivante : 


Les telsons, sectionnés quand les scorpions sont encore en vie, sont mis 
a l’étuve 4 + 37°; puis, une fois desséchés, conservés a l’obscurité, A 150-220, 
dans des tubes scellés. 102 telsons sont broyés dans un mortier avec 2 cent. 
cubes d’eau salée 49 p. 1000, pour éviter aux manipulateurs Iirritation des 
muqueuses produite par la poudre des telsons. La pate obtenue est diluée 
dans 64 cent. cubes d’eau salée. Aprés centrifugation, on décante le liquide 
opalescent obtenu, qui est recueilli dans un flacon stérile. On ajoule 3¢ cent. 
cubes de glycérine neutre stérile et on place a l'étuve A + 37° pendant 
quinze: jours. La solution peut alors étre employée pour les injections. 


PREPARATION DU SERUM. 


L’ane est trés sensible au venin de scorpion; un ane est mort 
ala suite de l’injection de 1/5 de telson de P. australis, un 
autre aprés l’injection de 1/10 de telson. On commence par 
Vinjection de I goutte de macération, c’est-a-dire de 1/20 de 
telson (2 D. M. souris) injectée sous la peau du cou, puis II, IV, 
VI, X, XV, XX gouttes, etc., en laissant un intervalle de trois 
a quatre jours entre chacune des sept premiéres injections, et 
ensuite de huit a dix jours. La température est prise matin et 
soir, et le poids deux fois par semaine. Dés que la température 
monte ou que le poids descend, on suspend linjection. Nous 
avons été obligé plusieurs fois d’espacer ainsi les injections, 
car nous avons eu plusieurs morts au cours du traitement. (La 
mort survenait souvent plusieurs jours aprés une injection de 
venin, l’intoxication commencait a se manifester par de la rai- 
deur des pattes, puis salivation, dyspnée, hyperthermie et arrét 
du cceur). Dés la septiéme et huitiéme injection, le venin est 
injecté dilué dans 200 cent. cubes d'eau salée a 9 p. 1000 pour 
en atténuer la toxicité (1). A chaque nouvelle injection on ajou- 
tait de 20 & 50 D. M. souris (c’est-a-dire de 1/2 telson 8 1 telson 
1/4 de Pr. australis). 

Aprés chacune des injections de 200, 400, 600, 800, elc. D. 
M. souris (c’est-a-dire de 5, 10, 20, 30, 40 telsons de Pr. aus- 
tralis), repos de deux & trois semaines, et puis saignée. 

Lane 6, avant sa cinquiéme et derniére saignéc, avait recu 
au total 417 telsons en trente-huit injections, et, 4 l'injection 
qui a précédé cette derniére saignéc, 25 telsons. Il a succombé 


(1) Etienne Sercent C. R. Acad. des Sciences, 200, 25 février 1935, p. 789. 


7) 
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aprés la quarantiéme injection, qui était de 27 telsons; il avait 
recu au total 471 telsons (en quarante injections). 

L’ine 8, avant sa quatriéme et derniére saignée, avail recu 
au total 279 telsons, 136 en trente-cing injections, el & l’injec- 
tion qui a précédé cette derniére saignée, 18 telsons, 95. Ila suc- 
combé aprés Ja trente-septidme injection, qui était de 21 tel- 
sons, 5; ilavait recu au total 321 telsons, 3 (en trente-sept injec- 
tions). 

Ces Anes ont fourni, en douze mois, du sérum dont l’efficacité 
a été, au laboratoire, démontrée de la facon suivante (1). 


Essal DU SERUM ANTISCORPIONIQUE SUR LA SOURIS. 


Le sérum de deux Anes hyperimmunisés est essayé 4 la dose 
de X gouttes sur des souris ayant recu une dose mortelle de 
venin de Pr. australis. Le sérum sauve 173 souris sur 208 
(83,1 p. 100). Toutes les souris témoins, au nombre de 76, 
meurent en deux heures. 

Dans un autre essai, sur 48 souris qui regoivent non pas une 
dose mortelle, mais 3 doses mortelles de venin, 17 sont sauvées 
par la méme dose de X gouttes de sérum. 

Si lon compare, en employant les mémes techniques, leffet 
des sérums préparés contre le venin de scorpion a celui des 
sérums préparés contre le venin de vipére & cornes, on reléve 
les chiffres suivants : 

Le sérum AN contre le venin de vipére sauve 4 souris sur 
10 (2), le sérum contre le venin de scorpion sauve 8 souris 
sur 10. 

Le sérum préparé avec du venin de Pr. australis est éga- 
lement actif contre le venin d’autres scorpions: il sauve 9 souris 
sur 10 injectées de venin de « scorpion jaune » : Buthus occi- 
tanus et 9 souris sur 10 injectées de venin de « scorpion noir » : 
Pr. Liouviller. 

Dans toutes les expériences ci-dessus, les 268 témoins ayant 


(1) Nous avons entrepris aussi la préparation de sérums par la méthode 
de Ramon, en mélangeant de la lanoline au venin; ces essais sont en cours, 
Nous avons préparé aussi d'autres sérums antiscorpioniques : 1° avec le venin 
de Buthus occitanus, 2° avec les venins de Pr. australis et de Buthus occifanus 
(sérum bivalent) dont l'étude est en cours. 

(2) Sur {54 souris. C. R. Acad. des Sciences, 200, 25 février 4935, p. 789. 
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recu soit du venin de vipére, soit du venin de scorpion, meurent 
en deux heures. 

En conclusion, les résultats rapporlés ci-dessus autorisent 
Vessai sur Phomme de ce sérum antiscorpionique contre les 
effets de la piqtre des scorpions d'Algérie. La quantilé de sérum 
a essayer curativement sur homme sera, d’apres les expé- 
riences comparalives sur la souris, la méme que la dose de 
sérum antivenimeux AN que l’on injecte contre les morsures des 
vipere a cornes, soit 20 cent. cubes au moins pour I’adulle. 


SUR LES MANIFESTATIONS 
D’'UN ULTRAVIRUS « SAPROPHYTE » 
DANS L’ORGANISME DU CHIEN (1) 


par S. NICOLAU et Mm L. KOPCIOWSKA. 


Nous avons rencontré, au cours de recherches sur la maladie 
du jeune 4ge, dans certains organes de chiens en apparence 
bien portants, des formations curieuses se rattachant par plu- 
sieurs caracteres aux inclusions intranucléaires produites par 
des ultravirus. Il s’agit de certaines enclaves incluses dans le 
noyau des cellules hépatiques ou rénales et qui revétent des 
aspects différents, en rapport — selon-nous — avec leur date 
de formation. Ces corps intranucléaires, dont la présence n’im- 
plique pas forcément l’existence de Iésions tissulaires inflam- 
matoires, dégénératives ou autres, sont oxyphiles, et, suivant 
le stade de leur évolution, ont tantét l’aspect « d’inclusions 
typiques intranucléaires », entourées d’un halo et siégeant dans 
un caryoplasme raréfié (semblable surtout aux inclusions pro- 
duites par la maladie de Borna dans les neurones), tantdt une 
forme géométrique anguleuse qui peut les faire prendre pour 
des cristaux. Nous tacherons, au cours de notre exposé de 
donner une interprétation plausible de ces aspects dissemblables. 

Ces inclusions ont été vues dés 1902 par Szymonowicz et 
Macallum (2), qui ont décrit dans le noyau des cellules hépa- 
tiques du chien, des « cristaux » supposés de méthémoglobine. 
Prés de trente ans ‘plus tard, Cowdry et Scott (3) ont retrouvé 


(1) Nous nous rendons parfaitement compte que le sens de l’adjectif 
« saprophyte » est en contradiction avec les « manifestations » du germe dans 
VYorganisme. Au sens strict du mot, un virus saprophyte ne devrait avoir 
aucune manifestation. Nous employons done le terme « saprophyte » seu- 
lement par antithése avec celui de « pathogéne », car notre ultravirus inconnu 
ne trahit sa présence que par la seule production des inclusions que nous 
décrivons. 

(2) L. Szymonowicz et J. B. Macatitum. Teatbook of Histology, Philadelphia et 
New-York, Lea Brothers, 1902. 

(3) E. V. Cowory et G. H. Scorr. Arch. of Path., 1930, 9, p. 1184-1196. 
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ces mémes « cristaux », toujours dans le noyau des cellules 
hépatiques, chez 13 chiens sur 68 examinés (22 p. 100); en 
outre, ils ont trouvé chez 2 autres, toujours dans le foie, des 
« inclusions typiques intranucléaires », dans des cellules paren- 
chymateuses et dans des cellules endothéliales. Le foie de ces 
deux derniers animaux présentait des altérations nécrotiques et 
hémorragiques. Cowdry fait une différence nette entre les « cris- 
taux » de Szymonowicz et Macallum et ses « inclusions typiques 
intranucléaires », différence portant aussi bien sur l’aspect que 
sur la nalure probable de ces deux sortes de formations. 

Nous avons étudié, de notre cété, 44 chiens : 13 infectés 
expérimentalement de la maladie du jeune age, la rage ou la 
toxoplasmose canine, morts ou sacrifiés longtemps aprés l’ino- 
culation, et 31 animaux d’aspect normal, considérés comme bien 
portants, obtenus a la fourriére de Paris (1). Disons dés main- 
tenant que nous avons trouvé des inclusions nucléaires dans le 
fove et dans le rein de plusieurs de ces chiens. 


Forr. — Chez 27 sur nos 44 chiens examinés, nous avons 
trouvé des inclusions dans le foie, ce qui donne un pourcen- 
tage de 61 p. 100. Si l’on tient compte de lage des animaux, 
ce pourcentage change; en effet, sur 16 chiens agés de moins 
de deux ans, nous avons trouvé un seul cas positif; sur 28, 
agés de plus de deux ans, nous avons dénombré 26 cas posi- 
tifs (92 p. 100). Parmi les chiens négalifs 4gés de moins de 
deux ans, 3 avaient cing jours seulement, 2 de trois & quatre 
mois, les autres échelonnés entre cinq mois (2) et deux ans. 
Les chiens agés de plus’de deux ans ont eu leur age déter- 
miné par l’examen attentif des dents (3), qui, nous l’avouons, 
est une estimation relative. Retenons quand méme que /es 
chiens dgés ont presque toujours des inclusions nucléaires dans 
le foie, tandis que les animaux jeunes n’en ont pratiquement 
jamais. Dans l’ensemble de nos 27 cas positifs, quelques-uns 


(14) Nous exprimons ici nos vifs remerciements a M. Grasset, vétérinaire en 
chef de la fourriére de Paris, pour l’obligeance qu'il nous a témoignée dans 
cette circonstance. 

(2) Nous avons pu avoir la date de naissance de 6 des tout petits chiens. 

(3) Rappelons que la détermination de l’age des chiens donné par cette 
méthode, est plutot malaisée; pourtant, on ne peut pas confondre un animal 
Agé d’un an, avec, par exemple, un autre Agé de trois ou quatre ans. 
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avaientdes allérations hépatiques: engorgement sanguin hémor- 
ragique, infiltrations chroniques périvasculaires, partols méme 
des petits foyersde nécrose; mais la majorité descas s'est montrée 
exempte de tonte lésion. Quelquefois nous avons trouvé de 
trés nombreuses inclusions, d'autres fois de trés rares, et dans 
certains cas, il a fallu faire des examens réitérés et attentifs 
pour découvrir 2 ou 3 inclusions sur toute l’étendue d'une coupe. 

La race des animaux ne joue aucun réle, puisque pratique- 
ment tous les chiens agés de plus de deux ans se sont montrés 
porteurs d’inclusions. Sachant que les chiens-loups (bergers 
d’Alsace) sont particulitrement réceptifs & la maladie du jeune 
Age, nous avons tenté de faire un rapprochement entre cette 
maladie et la présence d’inclusions nucléaires; mais nous 
n’avons réussi A établir aucun lien entre ces deux notions (4). 

Nos chiens ont été tués le plus souvent & Taide du gaz 
d’éclairage, quelque fois avec une injeclion de strychnine ou 
de cyanure de K. On ne peut pas incriminer ces substances 
d’avoir provoqué la formation des inclusions. 

Ajoutons que, dans le méme foie, nous n’avons jamais trouvé 
a la fois des fragments riches en inclusions et d’autres pauvres 
ou totalement dépourvus; si les inclusions existent, elles sont 
disséminées dans tout l’organe (2). 

Comment se présentent ces inclusions dans le foie du chien? 
Dans certains noyaux de cellules hépatiques, on voit un petit 
corpuscule, rond, oxyphile (coloration an Mann), entouré d’un 
halo. Le plus souvent il est unique dans le noyau (cellules 1, 
2, 3, fig. 1); on en voit rarement deux el exceptionnellement 
trois (cellules 9, 10, 13 et 15, fig. 1). Sur les préparations colo- 
rées au Mann, le corpuscule est rouge brillant, le nucléole est 
rouge terne violacé; le caryoplasme qui renferme l’inclusion 
est bleu et parait raréfié (cellules 1, 2, 3, 4, 5, 6 fig. 1). Le dia- 
métre de cette inclusion oxyphile peut varier de moins d’un p». a 
plusieurs p. (2, 3, 4 »). Parfois inclusion est ovalaire. Qu’elle 
soit ronde, ovalaire, toule petite ou de la taille d’une hématie, elle 


(1) Nombreux ont été les animaux porteurs d'inclusions ou de vestiges 
dinclusions cytoplasmiques dans les cellules de Kupffer, inclusions dues a la 
maladie du jeune age, ainsi que nous l’avons montré par ailleurs (Nicolau, 
C. R. de la Sov. de Biol., 1935, 149, p. 269). 

(2) On a examiné presque toujours des coupes pratiquées sur des préle- 
vements provenant de trois régions différentes de chaque foie. 
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-~€C-ConsTan Tin. 


Fic. 14. — Cellules hépatiques de chien, renfermant dans le noyau des inelu- 
sions. Les cellules 1, 2, 3, 4, 3 et 6 ont des inclusions rondes, de taille 
différente. Dans le noyau des cellules 1,2 et 4, on distingue encore trés 
bien le nucléole. Les cellules 7, 8, 41, 12, 14,16, 17, 18 et 19 renferment des 
inclusions simples, doubles ou méme triples (16), ayant des formes géo- 
métriques angulaires ; ce sont des inclusions « cristalloides ». Les cellules 9, 
40, 13 et 15 possédent dans le noyau des inclusions multiples, mais a 


contour arrondi. La cellule 20 est normale. 
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parait posséder une structure interne homogéne. A cété de ces 
inclusions arrondies, on en voit d’autres & forme plus ou moins 
eéométrique, anguleuse : carrées (cellules 44, fig. 1), reclangu- 
laires (cellules 7, 8, 12, 14, 17 et 19, fig. 1), parfois pentago- 
nales, ou méme en forme de long hatonnet (cellules 18, fig. 1). 
Il est intéressant de constater que sur les coupes riches en inclu- 
sions, on peut suivre l’évolution de l’inclusion, laquelle, de 
ronde, prend peu & peuune forme anguleuse. Ces inclusions de 
forme géométrique sont également dépourvues d'une structure 
interne et ont tout a fait aspect de cristaux. Leur dimension 
dans l’axe le plus grand peut atteindre 10, 15 et méme 20 wp. 
Quelques-unes de ces derniéres formations, peu nombreuses, 
commencent & perdre l’affinité tincloriale oxyphile et appa- 
raissent de plus en plus pales. 

Pour nous, les corpuscules ronds a l’aspect de « vraies 
inclusions intranucléaires » seraient l’expression de l’activité 
d’un virus inconnu au sein du caryoplasme; nous les consi- 
dérons comme des inclusions « jeunes », de fraiche date, et 
pensons, qu’a l’exemple d’autres inclusions (corps de Negri, 
corps de Joest-Dogen, inclusions amariles, etc.), elles renfer- 
meraient des germes ayant déterminé leur formation. Les 
inclusions & forme géométrique anguleuse (les « cristaux » de 
Szymonowicz et Macallum) et dont nous avons pu suivre la 
filiation a partir des inclusions rondes, seraient des formations 
déja « vieilles », des inclusions dégénérées, désanimalisées, 
constituées par des substances amorphes; elles seraient ainsi 
des séguestres d’un vieux processus. Ces derniéres inclusions 
nous rappellent par leur évolution et en partie par leur forme 
sinon par leur siége, les inclusions @(1) que nous avons décrites 
dans le cytoplasme des neurones de la région thalamique supé- 
rieure dessouris(2). Danslesdeuxcas, ils’agit vraisemblablement 
d'infections spontanées bénignes a ultravirus qui produisent 
de belles inclusions sans provoquer de manifestation d’un 
symptome clinique quelconque. Nous donuerons sous peu les 
résultats de nos derniéres investigations sur les inclusions 8, 
qui permettent d’envisager le probléme sous cet angle. 


(1) S. Nicotau, L. Kopciowska et G. Baxmus. C. R. Soc. Biol., 1933, 143, p. 854. 
(2) S. Nrcozau, L. Kopctowsxka, I. A. GatLoway et G. Batmus. Ibid., Baek Ue 
p. 441. 
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1S CONSTANTIN. 


Fic. 2. — Inclusions dans le rein du chien. La cellule 1 posséde une inclusion 
ronde dans le noyau qui conserve encore le nucléole. Les inclusions des 
cellules 2 et 3 sont encore arrondies, la derniére marquant Ja tendance a 
devenir angulaire. Les cellules 4, 5 et 6 renferment des inclusions « cris- 
talloides »; & remarquer que le noyau de la cellule 6 est réduit a deux 
« cristaux » posés bout a bout et entourés de la seule membrane nucléaire 
épaissie et distendue, le caryoplasme ayant disparu. Les inclusions figurées 
dans les images 7, 8 et 9 siégent dans des ceilules des tubes rénaux; ces 
cellules sont représentées en connexion avec des cellules normales. 
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Ajoutons que, dans certains cas, quelques-unes des cellules 
dont le noyau héberge des inclusions, comme d’ailleurs des 
cellules qui en sont exemptes, renferment, dans le cytoplasme, 
des aiguilles fines d'une substance oxyphile. Mais les deux phé- 
noménes — inclusions intranucléaires et formations aciculaires 
cytoplasmiques — ne sont pas interdépendantes, car on voit 
sur les coupes des zones riches en inclusions et totalement 
dépourvues de ces petites aiguilles protoplasmiques. 


Rew. — Nous avons examiné le rein de 27 chiens pour la 
recherche des inclusions; nous en avons trouvé dans 12 cas 
(44 p. 100). Ici encore, age de l’animal joue une importance 
capitale: nous avons trouvé des inclusions dans 2 cas sur 
14 chiens agés de moins de deux ans (14 p. 100) et dans 10 cas 
sur 13 animaux 4gés de plus de deux ans (77 p. 100). Le siége 
des inclusions est le noyau des cellules tubulaires, surtout dans 
la zone corticale de l’organe; les cellules qui tapissent les tubule 
contortt ont plus souvent des inclusions que celles des tubes. 
droits. Ces inclusions se présentent en général sous le méme 
aspect que dans le foie (v. fig. 2). Parfois, pourtant, dans le 
méme noyau on voit plusieurs inclusions rondes, de petite taille, 
dont l’aspect ressemble & celui des inclusions amariles dans le 
cerveau des souris ou des cobayes (1). Le nombre des inclusions 
dans le rein est d’habitude plus restreiut que dans le foie. 


Nous avons cherché ces mémes inclusions décrites et figurées. 
plus haut. dans d’autres organes du chien : cerveau, rate, pan- 
créas, poumon, capsules surrénales, inteslin, ganglions lym- 
phatiques, parotide, glande mammaire et testicule. Malgré 
le grand nombre de coupes examinées, nous n’avons jamais. 
réussi & trouver d’inclusions dans ces organes. 

L’examen de nombreux foies de cobayes, de singes, de lapins 
et de souris, animaux morts de diverses maladies expérimen- 
tales, ou neufs, ne nous a jamais révélé la présence d’inclu- 
sions semblables 4 celles du chien. 


(1) S. Nicorav, L. Kopcrowska et M. Maruis. Ges Annales, 53, 1934, p- 455-508_ 
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* 
* * 


Il est curieux de constater que des inclusions, formées — 
probablement sous l'influence d’un virus — & V’intérieur des 
noyaux cellulaires, puissent persister si longtemps dans les 
tissus ; car, nous le répétons, quel que soit l’age du chien, au 
dela de la deuxiéme année réyolue, son foie en renferme prati- 
quement toujours. Nous pensons qu'il s’agit d’un phénoméne 
W@adaptation de la cellule qui arrive & folérer, sans réagir, la 
néoformation intranucléaire. Il n’y a pas d’ailleurs de réaction 
tissulaire parenchymateuse contre le supposé virus, qui se 
comporterait ainsi non pas comme un germe irritant ou patho- 
gene, mais comme un saprophyte. La tolérance de la cellule 
ferait que l’inclusion — produit de la cellule enveloppant le 
germe & l’exemple d'une perle qui renferme en son centre un 
corps étranger — se dégraderait & la longue, au fur et & mesure 
de son vieillissement, perdrait quelques-unes des caractéris- 
tiques des inclusions mémes (forme, structure, réaction tincto- 
riale), se dépouillerait d’une partie du matériel caryoplasmique 
ayant constituée primitivement, en gardant et en accumulant 
progressivement, par un processus de superposition, des sub- 
stances inertes; il résulterait l’aspect cristalloide de l’inclusion. 
La cellule, dont le noyau est réduit dans certains cas & un 
« eristal » sur lequel est tendue la membrane nucléaire (cel- 
lules 12, 17, 18 et 19, fig. 1 et cellule 6, fig. 2), est loin d’étre 
normale; entravée dans son activité physiologique par la pré- 
sence du séguestre, elle ne fonctionne probablement plus, mais 
elle ne meurt pas non plus. Tout porte & croire & une vie végé- 
tative de ces cellules atteintes. La fonction de l’organe n'est pas 
compromise, parce que, dans les cas les plus riches en inclu- 
sions, les cellules affectées sont en nombre relativement res- 
treint (moins de 10 p. 100 du nombre des cellules). 

Parfois, probablement  l’occasion d’une infection ou d'une 
intoxication surajoutée, ou simplement & la suite d’une défi- 
cience de la résistance normale de l’organisme [les 2 cas de 
Cowdry, les chiens 67 et 36 ; 6 de nos casj (1), des altérations du 


(1) Ces 6 cas se décomposent comme ilsuit : 1 cas de rage, 1 cas de toxo, 
plasmose, 1 cas de la maladie du jeune age, dans 3 autres cas, la cause de 
la chute de la résistance naturelle du tissu n’a pas pu étre identifiée. 
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foie accompagnent l'infection occulte, trés bénigne et clinique- 
ment inapparente occasionnée par notre virus inconnu dont la 
présence se traduit habituellement par la seule existence des 
inclusions; dans ces cas précisément, les inclusions deviennent 
nombreuses et les multiples formes jeunes, rondes, petites, 
prouvent que le virus saprophyte qui les engendre, pullule dans 
le tissu & résistance diminuée. L’équilibre entre le germe sapro- 
phyte et la résistance naturelle du tissu, partiellement rompu, 
permet au virus une manifestation plus intense. C’est la vieille 
histoire du germe saprophyte qui peut parfois acquérir une 
certaine virulence. 


Des réactions histochimiques réalisées jusqu’a présent sur 
des coupes riches en inclusions rondes (petites) et « cristal- 
loides » (vieilles), nous permettent d’affirmer que les sub- 
stances qui constituent ces formations sont insolubles dans les 
liquides suivants : eau, alcool, éther, chloroforme, xylol, acide 
sulfurique (méme concentré), acide azotique, acide acétique, 
soude caustique, permanganate de K. Nous poursuivons ces 
recherches histochimiques et nous nous proposons, en outre, 
d@ utiliser la micro-incinération ainsi que la lumiére polarisée. 


CONCLUSIONS, 


Nous avons trouvé, chez les chiens normaux, des inclusions 
intranucléaires dans les cellules hépatiyues et dans les cellules 
rénales. Sur 44 foies examinés, ces inclusions ont été présentes 
dans 27 cas: 26 étaient représentés par des chiens agés de plus 
de deux ans (26 cas positifs sur 28 examinés), le vingt-septiéme 
était un animal 4gé de onze mois, seul positif sur un lot de 
16 chiens agés de moins de deux ans. La présence des inclu- 
sions dans le rein des chiens dépend également de l’age des 
animaux, et le pourcentage des cas positifs est sensiblement le 
méme que pour le foie. L’aspect des inclusions décrites plus 
haut est représenté dans les deux figures du texte. Le méca- 
nisme de leur formation serait le méme que celui que Nicolau 
et ses collaborateurs ont décrit & occasion de l'étude des inclu- 
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sions rabiques (1), amariles (2), ou de celles produites par la 


maladie de Borna (3) : réaction de cellules autour de germes 


ayant pénétré a leur intérieur. 

Elles seraient & rapprocher, quant & la genase et l’interpré- 
tation, des inclusions décrites, entre autres, par Cowdry et 
Scott (4), par Covell (5) et par Stewart et Rhoads (6) dans les 
tissus des singes normaux, par Cowdry, Lucas et Fox (7) chez 
des animaux sauvages, et qui sont altribuées a des virus sapro- 
phytes & pouvoir pathogéne nul; ainsi se confirmerait l’opinion 
émise déja depuis longtemps et vérifiée partiellement par Bar- 


nard (8), sur l’existence d’inframicrobes saprophytes dans 
lorganisme animal (9). 


) S. Nrcoxac et I. Kopcrowska. Ces Annales, 53, 1934, p. 418-437. 

S. Nicotau et L Kopcrowska et M. Marnis, loc. cit. 

) S. Nicotau et I.-A. Gattoway. Ces Annales. 45, 1930, p. 457-523. 

) E. V. Cowpry et G. H. Scorr. Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med., 32, 1935, p. 709, 
W. P. Covet. Americ. J. of Path., 8, 1932, p. 151. 

) F. W. Srewart et C. P. Rsoans. Proc. Soc. Exp. Biol. a Med., 26, 1929, 
p. 664. 

(1) E. V. Cowpry, A. M. Lucas et H. Fox. Americ. J. of Path , 44, 1935, p. 237. 
(8) J. E. Barnarp. Brit. J. of Exp. Path., 16, 1935, p. 129. 

(9) V. également : les travaux de Nicoxau, Korciowska et Batwus (loc. cit.) et 
de Nicotavu, Korpctowska, GALLoway et Batmus (/oc. cit.) sur les inclusions « et 
8 chez la souris « normale »; les travaux de Cote et Kurrner sur le virus des 
glandes salivaires des cobayes (J. Exp. Med., 44, 1926, p. 855); ceux de Rivers 
et Titter sur le virus testiculaire du lapin (J. Exp. Med., 39, 1924, p. 777; 40, 
p. 281), ainsi que ceux de GoopprasturE et Tapor (Americ. J. Dis. Child., 24, 
4924, p. 415), de Witson et Dou Bors (Americ. J. Dis. Child., 26, 1923, p. 431), de 
von GLAHN et PappEnnEmMER (Americ. J. Path., 1, 1925, p. 445) sur les inclusions 
trouvées dans des tissus de 'thomme (enfants) dans des « pseudo-maladies » 
sans symptomes ‘cliniques. 


(4) 
(2) 
(3 
(4 
(5 
(6 
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NOUVEAU TYPE DE BACILLE ACIDO-RESISTANT 
PARASITE DU COBAYE NEUF 


par A. SAENZ, L. COSTIL et M. SADETTIN. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de recherches sur la tuberculose). 


Des recherches poursuivies pendant trois années [26- 
27-28], nous ont permis d’introduire la notion nouvelle d’aprés 
laquelle des cobayes neufs, qui ont séjourné dans des cages a 
expérience, et, mieux encore s’ils ont été soumis & des injections 
répétées d’extrait acétonique, peuvent étre parasités par deux 
types de bacilles acido-résistants qui sont mis aisément en 
évidence par ensemencement de la rate des animaux. 

Nous avons isolé au total 21 souches parmi lesquelles 7, qui 
se sont avérées du type aviaire, seront décrites trés sommai- 
rement; ce travail est, en effet, consacré essentiellement a 
Vétude des 14 autres souches qui, comme nous le verrons 
dans les pages qui vont suivre, représentent une nouvelle 
espéce de bacilles que certains caracteres culturaux et bio- 
logiques différencient nettement des types déja connus. 

Les 7 souches aviaires furent obtenues dans les conditions 
relatées ci-dessous. 


Souches de bacilles aviaires isolées de cobayes neufs, 
traités par l’extrait acétonique 
ou inoculés avec des produits non tuberculigénes. 


Aviaire 15. — Cobaye neuf qui réagit a la tuberculine par une papule a partir 
du sixitme mois de séjour dans une cage a expérience. Il meurt le neu- 
viéme mois et l'ensemencement de sa rate fournit quelques colonies sur un 
des 6 tubes. 

Aviaire 16. — Cette souche a été isolée de la rate d’un cobaye qui avait 
recu 2 cent. cubes de sang provenant d’un rhumatisant. Cet animal est 
devenu allergique le dixitme mois. II fut sacrifié le onzitme mois et ne 
montra a l’autopsie aucune lésion tuberculeuse. 5 autres cobayes, qui 
avaient été inoculés simultanément avec le méme produit, n’ont jamais 
réagi a la tuberculine; sacrifiés aprés plusieurs mois, ils furent trouyés 
indemnes. 


; 
| 
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Aviaire 17.— Cobaye neufayant recu 9 injections d’extrait acétonique en un 
mois. Mort 4 cette date de maladie intercurrente sans aucun signe de tuber- 
culose. L’ensemencement de la rate sur 3 tubes de Loewenstein fournit res- 
pectivement 26, 16 et 20 colonies d’aspect aviaire. 


Aviaire 18, aviaire 19 et aviaire 20. — Ces souches furent isolées de 3 cohayes 
ayant recu respectivement 9 et 10 (deux) injections d’extrait acétonique. Ils 
réagirent tous nécrotiquement a la tuberculine. Morts de maladie intercur- 
rente ou sacrifiés au bout d’environ deux mois, ils présentent a l’autopsie 
un abcés crémeux, bien lié, dans la région des injections d’extrait acétonique 
et une hypertrophie des ganglions correspondants. Ce pus montre dans 
tous les cas des bacilles 4 examen direct et l’ensemencement a donné de 


nombreuses colonies crémeuses dans le premier cas, et pigmentées dans les 
deux derniers. 


Aviaire 21. — Cobaye neuf ayant recu 49 injections d’extrait acétonique. Le 
sixiéme mois, il présente un abcés caséeux contenant de nombreux bacilles 
acido-résistants. On ensemence ce pus et on oblient aprés vingt-cing jours 
«d’abondantes colonies sur les 4 tubes ensemencés. Afin d’éliminer toute 


cause d’erreur, cel animal n’avait été soumis A aucune intradermo-réaction 
tuberculinique, 


Les 7 souches précédentes présentaient, au moment de l’iso- 
lement, les caractéres typiques du bacille aviaire. En effet, 
sur les milieux a |’ceuf-asparagine vert malachite, elles se sont 
montrées formées de courts batonnets acido-résistants, Gram 
positif, droits ou légérement incurvés, avec de nombreuses 
formes non acido-résistantes. Elles se développent a l’étuve a 
38°, mais se multiplient encore lentement entre 40-42° et 
25-30°. 

Sur milieu 4 lceuf, les cultures primaires ont présenté deux 
aspects nettement différents. Le premier, qui consiste en colo- 
nies abondantes, isolées, rondes, hémisphériques, uniformes, 
a bords réguliers s'est conservé malgré un séjour des cultures 
de plus d’une année a Ja température du laboratoire, comme 
on peut le constater sur les figures 6:et 7. 

L’autre aspect des cultures primaires est représenté par des 
colonies confluentes, en nappe, plates, crémeuses, luisantes et 
humides; réensemencées sur pomme de terre glycérinée, elles 
conservent le méme aspect. Elles poussent en profondeur dans 
le Sauton ou le bouillon glycériné en troublant le milieu et en 
formant aprés plusieurs semaines d’étuve un voile mince 
d’aspect lisse. 

Trois de ces souches, apres un & deux mois, ont alcalinisé 
tres fortement & pH 8-8,2 le Sauton ajusté & un pH initial de 
7,2, tandis que d’autres ]’ont acidifié jusqu’a 6,2-6,1. 
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Par voie intraveineuse, & doses massives, 1 4 10 milli- 
grammes, ces souches tuent la poule et le lapin, entre quinze 
et vingt et un jours; les animaux présentent une forme de 
tuberculose aigué, toxique, septicémique, caractérisée par une 
cachexie prononcée, une énorme hypertrophie du foie et de la 
rate sans lésions nodulaires visibles & l’ceil nu. En général, les 
frottis de tous ces organes contiennent des bacilles acido- 
résistants en abondance. 

A la dose de 0,01 4 0 milligr. 1, par voie intraveineuse, ces 
souches provoquent la mort des poules inoculées, en moyenne 
entre un mois et demi et deux mois. A l’autopsie, on constate 
que le foie et la rate sont hypertrophiés et parsemés de nodules 
blanc nacré caractéristiques de la tuberculose aviaire. 

Le lapin qui regoit 0,01 4 0 milligr. 1 dans la veine margi- 
nale de l’oreille, meurt en vingt-deux & quarante jours, pré- 
sentant une hypertrophie du foie et de la rate; ses organes 
sont parfois piquetés de fins nodules et fourmillent de bacilles 
acido-résistants; les poumons sont parsemés de granulations 
miliaires, principalement sur leur face postérieure. 

Le rat et la souris inoculés avec 0,01 41 milligramme par 
voie sous-cutanée ou péritonéale, finissent par mourir aprés 
plusieurs mois avec des lésions de tuberculose généralisée. 


Origine et mise en évidence des souches 
de la nouvelle espéce. 


Les 14 souches qui présentent les caractéres de ce type nou- 
veau de bacille ont été isolées dans les circonstances sui- 
vantes : 


A. — SOUCHES ISOLEES DE COBAYES NE€UFS. 


Souche F/. — Le 18 aout 1932, nous avons inoculé a4 une série de cobayes 
0 milligr. 000.000.0041 de bacilles de la souche bovine Vallée, en vue d’étu- 


(1) Srantey Grirrta en 1927 [42] avait déja signalé la contamination par le 
bacille aviaire de 2 cobayes qui se trouvaient dans le voisinage et incompleé- 
tement séparés d’un pigeon infecté expérimentalement par ce germe. 

De méme Ninni et Brertey [49] ont isolé trois fois des bacilles aviaires de 
cobayes neufs. Dans ce cas, la porte d’entrée se trouvait étre la piqure faite 
au cours d’une ponclion cardiaque. 
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dier leur sensibilité 4 la tuberculine. Ces animaux furent éprouvés périodi- 
quement par intradermo-tuberculination. 

Ils restérent tous indemnes de lésions tuberculeuses et, pour la plupart, 
ne devinrent pas allergiques. Seul l'un d’eux commenga a réagir a la tuber- 
culine par une papule et un épaississement nets le troisiéme mois; son 


Fig. 4. 


Culture primaire de la souche F1, obtenue par ensemencement de ja rate 
d'un cobaye neuf. Au moment de l’isolement, celte culture avait laspect 
des colonies du bacille aviaire; aprés un séjour prolongé a létuve, de 
nombreuses colonies secondaires se sont développées a la surface des 
colonies primaires leur donnant cet aspect caractéristique en choux-fleurs 
quiles différencie nettement des cultures aviaires. Observées a la loupe, 
ces grosses colonies se montrent parfaitement lisses. 


allergie augmenta dans la suite et quelques jours avant la mort, qui eut 
5 . , . . . . 

lieu cing mois aprés l’inoculation, la réaction dermique se traduisait par une 

papule a centre nécrotique. A l’autopsie de cet animal, on ne constata 
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aucune trace de tuberculose. On préleva ses ganglions trachéo-bronchiques,. 
des fragments de rate et de poumons, et on les inocula par voie sous- 
cutanée a deux cobayes. L’un commenca 4a réagir le quatriéme mois, et 
mourut le treizitme mois apres avoir présenté une allergie d’intensité jégale 
A celle du précédent. 

La rate de ce deuxi¢me animal dont l'autopsie ne révéla rien de suspect 


Fic. 2. 


Un autre aspect de culture primaire, souche F2, apré i i 

; , apres plusieurs mois de 
séjour 4 l’éluve. On observe A cété {de colonies réguliéres et Sifes 
d'autres plus volumineuses et irréguliéres. ; 


fut ensemencée le 14 févrierj1934,"par notre méthode A l'acide sulfurique et 
neutralisation a ]lasoude en présence de teinture de tournesol (23] sur 4 tubes 
de milieu 4 l’ceuf-asparagine vert malachite; on obtint ainsi au bout de trente 
jours d’étuve, une culture de bacilles acido-résistants formée de 412 colonies 
dont les caractéres, différents de ceux des bacilles des mammifér 
décrits plus loin. 

La culture primaire de cette souche est représentée sur la photographie n°1 


es, seront 
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Nous nous sommes fondés sur les caractéres spéciaux de l’al- 
lergie que présentait le cobaye dont nous avons isolé notre 
premiére souche pour saisir le moment ot d’autres animaux 
placés dans les mémes conditions étaient parasités par ce nou- 


veau germe. 

Dans ce but, plusieurs séries de 
cobayes neufs comprenant au 
total 190 animaux ont été placés 
dans différents locaux et éprouvés 
périodiquement tous les quinze & 
vingt jours a la tuberculine. 

En procédant ainsi, nous avons 
réussi 4 isoler encore 4 nouvelles 
souches identiques 4 la précé- 
dente. 


Souche F 2. — Cette souche provient 
d’un cobaye neuf qui avait commencé & 
réagir a la tuberculine par une papule 
cedémateuse aprés un séjour de six mois 
dans les cages a expériences. Il mourut 
de maladie intercurrente le neuvyiéme 
mois, douze jours aprés sa derniére réac- 
tion allergique positive. L’ensemence- 
ment de sa rate donna aprés quatorze 
jours une culture dont l’aspect pseudo- 
rugueux se voit clairement sur la figu- 
Ke 2. 

Souche F3. — Isolée dun cobaye neuf 
dont l’intradermo-réaction devint nette- 
ment positive aprés sept mois de séjour 
dans les cages et le reste jusqu’au 
onziéme mois, date a laquelle il fut 
sacrifié. L’ensemencement de la rate a 
donné aprés trente-cing jours quelques 
colonies sur un des six tubes ensemencés. 

Souche F 4. — Provient de la rate d'un 
cobaye neuf qui réagit a la tubercu- 
line neuf mois aprés sa mise en cage. 
Il fut sacrifié en bon état de santé aprés 
un an. On obtint 4 partir de la rate une 
colonie surundestrois tubes ensemencés. 

Souche F 5. — Cobaye qui n/ayait 
jamais réagi 4 la tubereuline, et qui a 


Fic. 3. 


Culture primaire dela souche F5 
apres plusieurs mois d’étuve ; 
a cété de rares colonies petites 
et réguliéres, on en remarque 
d’autres polymorphes avec en 
général le centre en cratére. 


Yautopsie se montra indemne de lésions suspectes de tuberculose. L’ense- 
mencement de la rate fournit respectivement sur chacun des trois tubes ense- 
mencés 6, 20 et 26 colonies, dont l’un est représenté sur la figure 3. 
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Souches isolées de cobayes neufs 
traités par des injections d’extrait acétonique. 


Recherchant le mécanisme de pénétration des germes dans 
l'organisme de ces cobayes, nous nous sommes demandé si 


Fic. 4. 


Culture primaire de la souche F'9, au moment de l’isolement. 
Les colonies séparées ne se différencient en rien des colonies aviaires. 


sous l’influence de facteurs externes, tels que les injections 
d’extrait acétonique, il serait possible d’augmenter la propor- 
tion des animaux contaminés. 

Dans ce but, nous avons procédé a des injections bi-hebdo- 
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madaires d’extrait acétonique portant au total sur 155 cobayes 
répartis en plusieurs séries dexpériences, comprenant cha- 
cune respectivement 27, 59 ct enfin 69 cobayes ainsi traités. 

Nous avons ainsi réussi & isoler encore 7 cultures apparte- 
nant a ce nouveau type de 
bacilles. 


Souche F7. — A été obtenue par ense- 
mencement de la rate d’un cobaye qui 
avait recu vingt et une injections d’extrait 
acétonique. A partir du deuxiéme mois, 
il avait réagi par une papule a |’épreuve 
tuberculinique ; sacrifié A cette date, la 
culture fournit une colonie sur un des 
4 tubes ensemencés. 

Par contre, les souches F6, F8 et F9 
furent isolées toutes les trois du pus 
d’abcés provoqués par les injections d’ex- 
trail acétonique. 

Souche F6. — Isolée d’un cobaye qui 
avail recu dix-huit injections dextrait 
acétonique et qui devint allergique au 
bout de trente-six jours. A la dixiéme 
injection, on constate la formation d'un 
abcés contenant des bacilles acido-rési- 
stants qui fut retrouvé a l’autopsie aprés 
deux mois. La culture du pus fournit, 
aprés dix-neuf jours, de nombreuses 
colonies sur tous les tubes ensemencés. 

Souche F8. — Cobaye qui fut traité 
par vingt-cing injections d’extrait acé- 
tonique. La réaction allergique est nécro- 
tique aprés onze injections. Au bout de 
trois mois on ensemence le pus d’un 
abcés qui s’était formé au niveau des 
inoculations et qui contenait des bacilles 
acido-résistants. On obtint ainsi une cul- 
ture abondante; des souches du méme 
type furent ensuite isolées de la rate et 
des ganglions du méme animal. 

Souche F9. — Cobaye qui recut soi- 
xante-dix injections d’extrait acétonique. 


Il est allergique le septiéme mois et au 
bout de soixante injections, on remarque Ja formation d'un abcés dont l’ense- 
mencement donna une culture sur tous les tubes (aspect de la culture sur 
deux des tubes ensemencés, figure 4). Sacrifié dans la suite, la rate four- 
nit une souche idenlique. 

Souches F10, F114 et F172. — Cobayes neufs ayant recu vingt et une injec- 
tions d’extrait acétonique en deux mois et demi. Ils ne présentent aucun 
signe de tuberculose a l’autopsie, mais l’ensemencement de leur rate fournit 


Fic. 5. 


Culture primaire de la souche F 11, 
Observer la grosse colonie d’as- 
pect cérébroide au centre. 
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DATE 
d'apparition 
de la culture 

en jours 


NOMBRE TOTAL 
de colonies 
apparues 


NUMERO ORGANE NOMRRE 
de tubes 
des souches ensemencé ensemencés 


ee eel 


Souches du nouveau type : 


Rate. 
Rate. 
Rate. 
Rate. 
Rate. 
Pus. 

Rate. 
Pus. 

Pus. 

Rate. 
Rate. 
Rate. 
Rate. 
Rate. 


24 


62 
Nombreuses. 
4 
Nombreuses. 
Nombreuses. 
3 


[a Or 


Souches de bacilles aviaires : 


Aviaire45: . =e Rate. 6 
Aviaire-46.. . Rate. 
VANTRIRG SU ons ee Rate. 
Aviaire 148... Pus. 
Aviaire 19... Pus. 
IANTSIUTC O20 eae Pus. 
AVIVA Goole oes Pus. 


62 
Nombreuses. 
Nombreuses. 
Abondantes. 
Abondantes. 


Bo OO OO 


respectivement: F410 trois colonies, F12 une seule colonie et F141 une grosse 
colonie a partir de laquelle divergent de nombreuses colonies plus petites 
(voir figure 5). Afin d’éliminer toute cause d’erreur, ces animaux ne furent 
pas éprouvés a la tuberculine et ne furent pas numérotés. 


Souches isolées de cobayes 
inoculés avec des produits non tuberculigénes 
provenant de la clinique humaine. 


Souche F'13. — Le 24 février 1933, on nous confie un fragment d’organe 
eutané (malade M. Jou...) qui est inoculé aprés broyage & 2 cobayes par voie 
sous-cutanée. Ces deux animaux commencent a réagir en méme temps par 
une papule rouge le cinquante et uniéme jour. Cette allergie se maintient A 
peu pres constante pendant quatre mois. L’un des cobayes, mort de maladie 
intercurrente le sixiéme mois, et l'autre, sacrifié le onzitme mois, furent 
trouvés indemnes de lésions tuberculeuses. Cependant l’ensemencement de 
la rate du dernier, nous a permis d’obtenir une culture de bacilles acido- 
résistanls appartenant au type nouveau que nous étudions. 

Souche F 14. — Le 29 septembre 1933, on nous apporte au laboratoire des 
crachats, du service du professeur Léon Bernard, provenant d’un malade 
Cr..., alteint de tuberculose pulmonaire. Environ 1 gramme du produit, aprés 
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traitement par l’acide sulfurique, est inoculé dans la cuisse de 2 cobayes 
dont l'un est mort aprés quelques jours de maladie intercurrente. 

Le deuxiéme animal, qui avait réagi par une belle papule le soixantiéme 
Jour, est sacrifié en bon état de santé le troisieme mois. L’ensemencement 
de sa rate a fourni, au bout de dix-sept jours, 10 colonies identifiées dans 
la suite comme appartenant au nouveau groupe de bacilles. 


Fic. 6. 


Ensemencement d’une émulsion diluée de Ja variété S d'une souche aviaire 
en voie de dissociation. Remarquer certaines colonies d’aspect en mar- 
guerite et d’autres formées par un bouton central enlouré de plusieurs 
anneaux concentriques. Sur le tube de droite, on distingue deux colonies 
se dissociant en yariété R correspondante. 


Le nombre de colonies obtenues pour chaque souche isolée 
ainsi que le moment d’apparition de la culture sont consignés 
dans le tableau de la page précédente. 


bo 
for) 
res 
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Caractéres des cultures primaires. 


Un caractére commun aux 14 souches que nous avons isolées 
est qu’elles se sont toutes développées a l’étuve & 38°. Pour l’une 


Fic. 7. 


Culture primaire de la souche aviaire F(8. Remarquer, aprés un séjour de 
plusieurs mois a l’étuve, l’aspect régulier et uniforme qu’ont conservé les 
colonies, caractére qui les distingue nettement des cultures du nouveau type. 


dentre elles, la moilié des tubes ensemencés avait été main- 
tenue & Ja température du laboratoire tandis que les autres 
étaient placés & l’étuve, or seuls ces derniers ont fourni une 
culture. De plus toutes ces souches, sans exception, se sont 
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montrées fertiles et repiquables, méme aprés un séjour de 


plusieurs mois & l’étuve. Ces 


propriétés différencient ces 


germes des saprophytes acido-résistants banaux que nous avons 


isolés des crachats, des uiines 
et de l’eau de robinet, a la 
température du laboratoire et 
qui ne se conservaient que 
quelques semaines a l’éluve. 

D’autre part, comme nous 
avons vu précédemment, ces 
cullures ont apparu entre le 
quatorziéme et le trentiéme 
jour, c’est-a-dire que ces sou- 
ches se sont comportées comme 
des bacilles des mammiféres 
puisque l’ensemencement de 
produits divers contenant des 
saprophytes donne en général 
une culture beaucoup plus 
rapidement. 

Les colonies de la culture 
primaire sur milieu de Loewen- 
stein, se sont toujours présen- 
tées isolées; au moment de 
leur apparilion, pendant envi- 
ron quinze jours, elles ressem- 
blent d'une facon frappante a 
celle du bacille aviaire (voir 
figure 4). Elles sont rondes, 
convexes, 4 surface régu- 
litre, luisantes, humides, de 
4 a 3 millimétres de dia- 
métre. Mais aprés plusieurs 


Fic. 8. 


Culture primaire de la souche aviaire 
F 21 aprés plusieurs mois de séjour 
a Vétuve. 


semaines ou plusieurs mois d’étuve, on peut déja les diffé- 
rencier nettement des cultures aviaires. En effet, tout en 
conservant leur aspect lisse, elles se couvrent de colonies 
secondaires du méme type et augmentent de volume. Nous 
avons vu certaines colonies atteindre 10 millimétres de lar- 
geur, 15 de longueur et 3 d’épaisseur. Cet aspect est claire- 
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ment représenté dans les figures 1, 2 et 3. A Toil nu, les 
colonies ont un aspect irrégulier en chou-fleur di & la super- 
position de colonies secondaires lisses et humides. Plusieurs 
d’entre elles remontent sur les parois du verre sur une hau- 
teur de 4 millimétres. 

De méme que Schaefer [34], nous avons pu observer que 
des émulsions bacillaires trés diluées de ces souches, ense- 
mencées sur milieu 4 l’ceuf, se développent en colonies isolées 
ui ressemblent a de petites marguerites avec un bouton cen- 
tral entouré de plusieurs anneaux concentriques. Mais cet 
aspect n’est pas spécifique de ce type de bacille, carnous |’avons 
observé également avec les cultures de la variété S du bacille 
aviaire entretenue depuis longtemps par passages zn vetro et en 
voie de dissociation. La figure 6 illustre ce que nous venons 
de dire: il s’agit de la variété S de la souche aviaire B.M. tras 
virulente pour la poule et le lapin. 

Un caractére différentiel plus important est l’aspect trés poly- 
morphe que présentent ces colonies (cullure primaire) sur 
milieu a Vceuf, en vieillissant soit & la température ordinaire, 
soit a l’étuve (voir figures 1, 2 et 3). Les colonies de bacilles 
aviaires, au contraire, conservent, avec le temps, l’aspect 
lisse, régulier et uniforme qu’elles avaient au moment de 
leur apparition, comme on peut le voir sur les figures 7 
et 8. 

Les colonies du bacille que nous étudions adhérent a la spa- 
tule et s’émulsionnent d'une fagon homogene, trés facilement 
en eau physiologique et dans les milieux liquides en général. 


Caractéres tinctoriaux et morphologiques. 


Les bacilles de ce nouveau type, au moment de leur isole- 
ment sur milieu de Loewenstein et dés l’apparition des colo- 
nies, pendant les quinze premiers jours d’étuve, ne se dislin- 
guent en rien des bacilles tuberculeux aviaires. En effet, ce 
sont de courts batonnets acido-alcoolo-résistants, droits ou 
légérement incurvés, Gram positif, avec de nombreuses formes 
non acido-résistantes, surtout dans les cultures jeunes. 

Aprés plusieurs passages sur pomme de terre glycérinée, et 
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surtout dans les vieilles cultures en milieu liquide de Sauton, 
ces bacilles prennent une forme plus allongée avec parfois un 
renflement & une extrémité et perdent l’aspect en palissade 
quils avaient au moment de lV’isolement ou dans les cultures 
jeunes sur milieu a |’ceuf. Les bacilles provenant de vieilles 
cultures sont fréqguemment granuleux et certains ne sont plus 
acido-résistants; on n’observe jamais de formes ramifiées. Ces 
souches ont été isolées & la température de 38°, mais apres plu- 
sieurs repiquages sur milieux & l’ceuf électifs, elles se déve- 
loppent & la température du laboratoire, entre 20° et 30°, 
quoique trés lentement; certaines cultures ensemencées en 
taches, d’aprés la technique de Legroux, puis laissées & la 
température du laboratoire et qui avaient acquis au bout d'une 
année des dimensions de 25 4 30 millimétres de diamétre, se 
sont montrées cultivables dans la suite. Ce procédé constitue 
un excellent moyen de conservation de ces souches. 

Ces souches se développent encore trés lenltement entre 40 
et 43°, mais tout développement cesse & partir de 45°. 


Caractéres culturaux. 


A. — DAns LES MILIEUX ELECTIFS. 


Les cultures primaires repiquées sur milieu de Loewenstein 
en couche épaisse, se développent 4 38° entre douze & quinze 
jours, en donnant des colonies confluentes, humides, blan- 
chatres, crémeuses, luisantes et homogénes que rien ne dis- 
tingue des cultures de bacilles tuberculeux aviaires. Seulement 
quand on fait des dilutions de maniére & obtenir, sur milieu de 
Loewenstein, des colonies séparées, comme l’a indiqué Schaefer, 
ces souches reprennent l’aspect initial que nous avons décrit 
précédem ment. 

Nous avons constaté, pour plusieurs de nos souches, que des 
cultures de passage sur Loewenstein, laissées 4 la température 
du laboratoire, se pigmentaient plus ou moins intensivement 
aprés plusieurs semaines ou plusieurs mois en prenant une 
teinte qui allait du jaune pale a l’ocre. 

Nous n’avons jamais observé cette chromogénése dans les 
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cultures placées a l’obscurité, & I’étuve & 38°. L’expérience sui- 
vante démontre, en effet, que ce sont ces deux facteurs, 
lumiére et température, qui interviennent dans la production 
de celte pigmentation. 


Fic. 9. 


Cultures & gauche de la souche F2, a droite de la souche F5, quatorziéme 
et vingt et uniéme passages sur pomme de terre glycérinée. L’aspect plissé, 
pseudo-rugueux de la culture se conserve indéfiniment. 


On laisse & la température du laboratoire 10 souches 
ayant atteint leur complet développement a 38° sur milieu de 
Loewenstein, 5 d’entre elles sont laissées au contact de la 
lumiére, tandis que les 5 derniéres sontiplacées dans une boite 
a l’obscurité. Aprés deux mois, on constatait que les premiéres 
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s'étaient fortement pigmentées, en contraste avec les souches 
laissées & l'obscurité dont 2 seulement présentaient une légére 
chromogénése. 

Dés le premier réensemencement sur pomme de terre glycé- 
rinée, on obtient une culture qui atteint son complet dévelop- 
pement en douze a dix-huit jours, 4 38°; cette culture, dont 
laspect (figure 9) ne change pas au cours des repiquages, est 
formée par une couche crémeuse, de couleur blanc ivoire, 2 
surface souvent cérébroide et plus humide et luisante que celle 
du bacille aviaire. 

Sur pomme de terre. biliée de Calmette ct Guérin, l'aspect 
de la culture est sensiblement identique & celui sur pomme de 
terre glycérinée, mais le développement complet est plus tardif, 
vingt-cing & trente jours. 

Ensemencés en profondeur, ces bacilles troublent d’une 
maniére uniforme les milieux liquides dans lesquels ils se 
développent en huit & douze jours; on constate ensuite la for- 
mation de flocons blanchaires et gluants qui se déposent au 
fond du ballon en méme temps que le milieu se clarifie; simul- 
tanément, on observe la formation d’un voile mince d’aspect 
gras et humide qui, au fur et & mesure de sa croissance, prend 
un aspect cérébroide et grimpe le long des parois du ballon de 
culture. Aucune modification n’a été observée au cours des 
réensemencements. 

Retirées ou laissées a l’étuve, ces cultures continuent 4 se 
développer pendant de longs mois et sont toujours repiquables, 
Si on agite, le voile tombe au fond du vase, mais il se reforme 
entre quinze et vingt-cing jours. Le milieu de Sauton est 
électif pour ces souches, qui, ensemencées dans des ballons 
contenant environ 250 cent. cubes de milieu, ont donné 
jusqu’a 8 et 10 grammes de bacilles aprés soixante jours 
d’étuve. 


B. — Dans LES MILIEUX ORDINAIRES. 


Les résultats qui suivent ont été nolés aprés un séjour des 
tubes 4 l’étuve a 38° pendant quinze jours. 

Sur gélose simple. — La culture est trés maigre, d’aspect 
lisse, tres humide, formée de colonies isolées blanc nacré, de 
différents diamétres (1 @ 6 millimétres). 
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Sur gélose glycérinée. — La culture est abondante ef offre 
V’aspect d’un enduit uniforme, lisse et humide sur lequel se déla- 
chent des colonies a bords réguliers, de différentes grandeurs. 

Sur gélose Sabouraud. — La culture en taches donne un 
enduit blanc nacré, luisant, sur lequel font saillie de petites 
colonies secondaires lisses et rondes. 

Dans la gélose Veillon. — Les bacilles ne se développent pas 
en profondeur ni dans la zone d’anaérobiose de Legroux. 
A la surface du milieu, on observe la formation d’un voile 
luxuriant, d’aspect ouaté qui remonte le long de la paroi 
du tube. 

Sur gélose ascite. — Culture maigre de méme aspect que sur 
gélose simple. 

Sur gélatine. — Aucune liquéfaction ; la culture se développe 
trés lentement. 

En bouillon simple, la culture est trés maigre et donne, aprés 
deux semaines d’étuve, un voile mince, adhérent aux parois 
du tube. Par agitation, le voile tombe au fond et le milieu se 
trouble; mais un nouveau voile apparait quelques jours plus 
tard. 

En bouillon ascite, il se forme des flocons qui ne se désa- 
grégent pas par agitation et tombent au fond du tube; anneau 
mince et adhérent aux parois du tube. 

En bouillon bilé, trouble uniforme maigre, pas de voile & 
la surface du milieu. Aprés plusieurs semaines d’étuve, la 
culture se collecte au fond du tube en un gros flocon. 

Eau peptonée. — La cullure est abondante avec un voile 
mince en surface qui, par agitation, produit un trouble homo- 
géne. Pas d’indol (recherche avec le réactif d’Ehrlich). 

Lait. — La culture fournit un voile en surface mais n’attaque 
ni ne coagule le milieu. 

Action sur les sucres. — Ces bacilles sont trés peu saccharo- 
lytiques. 

Ils laissent intacts les milieux de Hiss, l’esculine et le petit 
lait tournesolé dans lesquels ils se développent facilement. 

Ils n’attaquent pas la raffinose, le saccharose, le maltose et 
le galactose. 

Ils font fermenter la gélose tournesolée glucosée, glycérinée 
ou lévulosée. 
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Caractéres biologiques. 


Les bacilles de la nouvelle espéce, parasite du cobaye, aci- 
difient au moment de l’isolement, & des degrés divers et aprés 
plusieurs semaines d’étuve, le milieu de Sauton ajusté & un 
pH initial de 7,2 au moyen de l’ammoniaque. 

Dans le tableau ci-joint sont consignées les variations hebdo- 
madaires du pH de plusieurs de ces souches, cullivées & 38° 
dans des ballons contenant 250 cent. cubes de liquide de 
Sauton. Chaque semaine, on prélevait 5 cent. cubes de la 
culture qu’on filtrait; on recherchait ensuite la valeur du pH 
a l’aide d’indicateurs appropriés, par la méthode colorimétrique 
de Sorensen. Les ballons étaient ensemencés en profondeur 
avec 1 cent. cube d’une émulsion en eau physiologique, conte- 
nant 1 centigramme de bacilles provenant d’une culture sur 
pomme de terre glycérinée, 4gée de quinze jours. 


Variations hebdomadaires du pH, de cultures en profondeur, 
en milieu liquide de Sauton ajusté a lammoniaque. 


NUMERO 


8 JOURS 

46 JOURS 
24 JOURS 
32 JOURS 
40 JouRS 
48 JOURS 
56 JOURS 
64 JOURS 


des souches 
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Ce tableau montre que le pH reste stationnaire durant la 
premiére semaine, mais, & partir de ce moment, on constate 
un virage marqué du liquide vers l’acidité. Aprés cing semaines 
d’étuve, le pH, pour 3 souches sur 7 descend a 4,4 pour 
demeurer stationnaire jusque vers la huititme semaine. Les 
autres souches provoquent des changements alternatifs de la 
réaction du milieu qui demeure cependant acide, moins pour- 


tant que pour les premiéres souches. 
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Nous ferons remarquer que la courbe du pH n’a qu'une 
valeur relative. En effet, plusieurs facteurs interviennent pour 
changer la valeur de cette réaction. Ainsi, dans une série 
d’expériences, nous avons constaté que des cultures identiques 
d’une méme souche donnaient des pH différents suivant qu’on 
laissait les ballons sans y toucher pendant deux mois ou qu'on 
recherchait périodiquement toutes les semaines le pH en agi- 
tant naturellement le milieu. 

Goyal {10}, qui s'est ovcupé de cette question, a montré que 
la nature du réactif indicateur, les dimensions des ballons ense- 
mencés, le mode de développement des cultures (aérobies ou 
anaérobies) interviennent d'une facon notable pour modifier, 
durant la croissance des souches, la réaction du milieu. 


Pouvoir antigéne. 
Présence d'un antigéne spécifique de type (Schaefer). 


En vue d’établir les propriétés antligenes in vitro de ces 
bacilles, nous avons préparé un extrait méthylique des souches 
F1et F3 selon la technique de A. Boquet et L. Négre. 

D’un aulre cété, les animaux dont nous avons utilisé le sérum 
ont été préparés comme suit : 

8 lapins de méme pois ont recu, & quatre jours d’intervalle, 
quatre injections intraveineuses de 1/100 de milligramme des 
souches F1 ou F3. Ils furent ensuite tous saignés quinze jours 
aprés la derniére injection. 

Leurs anticorps ont fixé entre 30 et 40 unités d’alexine (Cal- 
melte et Massol) en présence de l’antigeéne méthylique homo- 
logue et seulement 5 & 12 unités avec l’antigéne méthylique 
tuberculeux, ce qui est en faveur de la présence d'un antigéne 
spécifique dans ces souches. 

Dans une deuxiéme série de recherches, nous avons titré le 
pouvoir antigtne im vivo des souches F1 et F3 par la tech- 
nique de Calmette et Massol, en présence d’un sérum de lapin 
antituberculeux d’activité connue. Les bacilles employés 
comme antigéne provenaient de cultures sur pomme de terre 
glycérinée, agées de douze jours, émulsionnés a raison de 1, 
1/10, 1/100 de milligramme par centimetre cube d'eau physio- 
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logique. L’émulsion d’antigéne& 1 milligramme a fixé 35 uniiés, 
a 1/10, 20 unités, et & 1/100, 5 unités. 

L’existence dans ces souches d’un anligéne vrai spécifique 
ressort d’ailleurs des constatations sérologiques de Schaefer [33]. 
En effet, cet auteur a établi que les sérums des animaux pré- 
parés avec ces bacilles contiennent un anticorps commun 
(anticorps de groupe) et un anticorps spécifique identique pour 
toutes les souches de cette nouvelle espéce. 

Aprés avoir éliminé les anticorps de groupe en les faisant 
absorber par des bacilles d’une autre espéce acido-résistante, 
Schaefer a réussi & mettre en évidence dans ces souches un 
antigéne spécifique de type. 

Schaefer, qui a bien voulu étudier sérologiquement les 
1% souches que nous avions isolées, les a classées comme appar- 
tenant toutes & la nouvelle espéce que nous avons décrile. 


Etude de la toxicité comparée de l’acide sulfurique 
et de l’acide acétique, 
pour les bacilles du nouveau type. 


Dans des travaux précédents, nous avons étudié l’action de 
Vacide sulfurique et de l’acide acétique sur les bacilles tuber- 
culeux des mammiféres [25] aviaires {30} paratuberculeux [29] 
et les streptothricées {34]. Complétant ces recherches, nous 
avons soumis les bacilles du nouveau type a l’action comparée 
de ces deux acides afin de voir s’ils se comportaient de la méme 
maniére que les espéces de bacilles déja connues ou différem- 


ment. 
La technique suivie dans ces expériences a été la suivante : 


Nuus avons préparé séparément dans du liquide de Sauton dilué au quart 
des suspensions de bacilles tuberculeux humains, de BCG, de bacilles aviaires, 
variétés Ret S, de bacilles paratuberculeux, de streptothricées ou de bacilles 
du nouveau type que nous étudions dans ce travail. Les souches utilisées 
provenaient de cultures dgées de quinze a vingt jours sur pomme de terre 
glycérinée, sur Loewenstein ou sur gélose Sabouraud. 

Ces suspensions, contenant 50 milligrammes de bacilles pesés a l'état 
humide, non essorés, par 0 c.c. 5, sont ensuite mélangées a 4 c. c. 5 de 
solution d’acide sulfurique de 10 a 20 p. 100 en volume. Aprés une demi- 
heure de contact, on se débarrasse de l’acide au moyen de trois centrifuga- 
tions et lavages successifs avec du liquide de Sauton stérile et on controle 
la neutralité du dépot aprés le dernier lavage, avec quelques gouttes de 
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ieinture de tournesol. On dilue en sérum physiologique les différentes 


souches ainsi trailées, de facon a obtenir des dilutions de bacilles a des 
concentrations variant de 0 milligr. 004 A 0 milligr. 000.01 par centimétre cube. 
De chacune de ces dilutions, 1 cent. cube est ensuite réparti 4 la surface de 
deux tubes de milieu de Loewenstein. Dans chaque expérience, nous avons 
ensemencé A titre de témoins des bacilles non traités (2 tubes par concen- 
tration). 


Une technique identique a été employée pour l’éltude de 
action de l'acide acétique sur ces mémes souches. Le tableau 
qui suit résume l’action de_l’acide sulfurique sur ces diverses 
souches. 

Il ressort de ces expériences que l’action de l’acide sulfu- 
rique s’exerce différemment suivant qu’il s'agit de bacilles 
paratuberculeux, de streplothricées, de bacilles tuberculeux des 
mammiferes, aviaires ou de bacilles de la nouvelle espéce. In 
effet, s'il se montre parfaitement inoffensif pour les trois der- 
niers types de bacilles, par contre, & la méme concentration, 
cet acide empéche complttement le développement des strepto- 
thricées et partiellement des paratuberculeux (a partir de la 
concentration 4 10 p. 100). 

D'aprés ces recherches, les bacilles de la nouvelle espéce 
seraient beaucoup plus voisins des bacilles des mammiféres 
que des bacilles paratuberculeux et des streptothricées. 

Dans les mémes conditions, l’acide acétique a entravé tota- 
lement le développement de tous ces bacilles, dés la concen- 
tration de 5 p. 100, & part 3 souches de la variété S de bacilles 
aviaires sur 4 étudiées, qui ont fourni une culture de plusieurs 
colonies sur lous les tubes ensemencés. 


Propriétés pathogénes. 


Pour étudier la virulence de nos 14 souches, nous nous 
sommes servis d’émulsions bacillaires effectuées & partir de 
cultures sur pomme de terre glycérinée, récemment isolées, 
agées de quinze & vingt-cing jours. Nos expériences, trds 
nombreuses, ont porté sur des cobayes, des lapins, des poules 
et des souris. 


i) 
=i 
or 
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QUANTITE NOMBRE DE COLONIES APRES 30 A 40 JouRS 
de hacilles ; trailées par l’acide sulfurique 4 
ensemencés TEMOINS 
en | 
milligramme _ 5 p. 100 10 p. 100 | 15 p. 100 20 p. 100 


Souches des mammiféres, humaine Ratti : 
0,001 Innombrables. | | Innombrables. Innombrables. | Innombrables. 


70 


oo 


210 97 


0,0001 Innombrables. 
150 70 


0,00001 | 150 
BCG: 


0,004 Tnnombrables. Innombrables. Tnnombrables. 180 
0,0004 350 60 36 16 
0,00001 300 30 13 0 


Souches aviaires, aviaire A, variété R : 
0,001 Jnnombrables. Innombrables. 400 | 75 


0,0004 Innoimbrables. 400 95 75 
0,00004 Innombrables. 300 73 80 


Aviaire A, variété S : 
0,001 Tnnombrables. | Innombrables. Innombrables. | Innombrables. | 


0,0001 Innombrables. Innombrables. TInnombrables. Innombrables. 
0,00001 Innombrables. 78 52 4A 


©. Nou. R. 


0,001 Innombrables. 500 500 200 
0,0001 Tunombrahles. 100 65 42 
0,00004 | [nnombrables. 50 18 35 


Bacilles paratuberculeux, Fléole : 


0,004 Tunombrables. 80 75 
0,0004 Innombrables. | 60 30 
0, 00004 Ionombrables. 35 0 


Mayeranne : 


0,001 Innombrables. Innombrables. 
0,0004 Innombrables. Innombrables. 
0, 00001 Innombrables. Innombrables. 


Streptolhricées, Nocardia epingeri : 
0,001 280 0 0 
0,0001 440 0 0 
0,00004 70 0 0 
Souches de la nouvelle espéce : F1 : 
0,001 160 18 
0,0004 160 | 42 
000001 64 


0,001 180 
0,000 160 
0, 00001 420 


JH) 2 


0,001 Innombrables. Innombrables. Innombrables. Innombrables. 
80,0001 Innombrables. Innombrables. Innombrables. Innombrabies. 
0,00004 Innombrables. Innombrables. | Innombrables. | Ionombrables. 


276 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Voici le résumé de ces recherches. 


ACTION PATHOGENE POUR LE copaye. — Au tolal, 126 cobayes 
ont été inoculés avec les souches F1, F3, F5, F6 et F8 au 
moment de leur isolement. Les inoculations ont été pratiquées 
a diverses doses et par différentes voies : 


A. InocuLaTIon sous-cutanée. — A la dose de 0 milligr. 000.001 & 0 milligr. 04 
le cobaye tolére impunément ce type de bacilles. A doses massives, ces 
souches ont cependant une toxicité initiale assez marquée pour le cobaye. 

En effet, 4, 5 et 10 milligrammes provoquent, dés le huititme jour, un 
nodule au point d’inoculation qui se transforme entre quinze et vingt-cing 
jours en un abcés qui s'ouvre quelquefois A l’extérieur en donnant issue a 
du pus caséeux qui fourmille de bacilles acido-résistants. Un certain nombre 
de cobayes ainsi inoculés maigrissent et meurent aprés quinze jours a six 
semaines; a l’autopsie, ils présentent simplement des lésions congestives et 
inflammatoires de la rate, du foie, des capsules surrénales, des reins et des 
poumons. L’hémoculture négative montre l’absence de toute infection inter- 
currente. Bien que les frottis des organes ne permettent pas de déceler de 
bacilles acido-résistants 4 l’examen direct, leur ensemencement fournit la 
souche inoculée a ]’état pur. 

La souche F3 inoculée seize mois aprés son isolement (voie sous-cutanée 
ou intramusculaire), aux doses précédentes, n’a déterminé la mort d’aucun 
cobaye et les animaux, sacrifiés apres trois 4 six mois, présentent pour toute 
lésion un abcés au point dinoculation et \’hypertrophie des ganglions voisins. 


B. INocuLaTion INtRADERWIQUE. — L’inoculation de 1 4 5 milligrammes chez 
le cobaye est suivie de ja formation d’une infiltration nodulaire rougeatre de 
10 a 15 millimétres de diamétre qui s’abcéde au bout de douze a quinze jours 
et provoque Ihypertrophie des ganglions inguinaux et axillaires satellites. 
L’abcés se vide dans la suite et laisse & la place une cicatrice dont la for- 
mation coincide avec la guérison de Il’animal. 


C. INOCULATION DANS LE COUSSINET PLANTAIRE. — Le cobaye tolére impuné- 
ment 5 4 10 milligrammes de ces bacilles émulsionnés dans 1/2 cent. cube 
d’eau physiologique et inoculés par voie plantaire. Aprés six a huit jours, 
on constate une tuméfaction au lieu d’inoculation accompagnée de V’hyper- 
trophie des ganglions poplités et inguinaux externes correspondants qui 
alteignent la grosseur d’un pois. Au bout de douze aA quinze jours, l’abcés 
plantaire se fistulise, laissant échapper un pus crémeux qui fourmille de 
bacilles acido-résistants. C’est & ce moment surtout que les ganglions 
poplités sont le plus hypertrophiés (comme un pois chiche) et le plus durs. 
Dans la plupart des cas, l’ulcération se cicatrise entre quarante-cing et 
soixante jours, mais les ganglions voisins renferment toujours de rares 
bacilles acido-résistants décelables par simple examen direct. 


D. [NocuLaTion eértronéaLe. — Jusqu’d 0 milligr. 01 les eftets sont insigni- 
fiants. Mais les cobayes qui regoivent 4, 5 et 10 milligrammes de ces souches, 
par voie péritonéale, maigrissent rapidement et un certain nombre meurent 
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entre deux et quatre semaines. A lautopsie, on trouve l’épiploon rétracté, 
tuméfié, ramassé contre la grande courbure de l'estomac et parsemé de 
petits abeés caséeux qui fourmillent de bacilles acido-résistants. Fréquem- 
ment, la rate est rouge, hypertrophiée, parfois énorme avec des adhérences 
au foie et & Vintestin gréle; ces derniers organes ne montrent jamais de 
lésions nodulaires; la cavilé péritonéale renferme souvent un exsudat. 

Les cobayes qui ont résisté 4 l’inoculation de doses massives guérissent; 
sacrifiés au bout de plusieurs mois, ils ne présentent que des nodules 
épiploiques contenant des bacilles acido-résistants cultivables. 


Eien, 4G), 


Deux rates de taille normale entourant la rate d’un cobaye inoculé, par 
voie intraveineuse, avec 10 milligrammes de la souche F3, mort au bout 
de vingt et un jours. Remarquer |l’énorme hypertrophie et l’absence de 
lésions nodulaires. 


F. INOCULATION INTRAGANGLIONNAIRE (méthode de Ninni). — Si on injecte dans 
les ganglions cervicaux 10 a 15 milligrammes de bacilles émulsionnés dans 
3/10 de centimétre cube d’eau physiologique, la plupart des animaux meurent 
dans des délais trés variables. A l’autopsie, on constale toujours Vhypertro- 
phie du ganglion inoculé, qui va de Ja grosseur d'un pois a celle d'une 
noisetle, accompagnée d'une fonte purulente centrale. Si la mort a élé rela- 
tivement tardive, quatre-vingt-dix 4a cent-vingt jours, tout le systéme gan- 
glionnaire du cou et trachéo-bronchique est hypertrophié, la rate est grosse 
et les frottis mettent en évidence dans la rate, le foie et le pus du ganglion 
inoculé, des bacilles acido-résistants peu abondants. 
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F. INocuLaTION UTRAVEINEUSE. — Les cobayes auxquels on injecte dans la 
veine saphéne des doses de 0 milligr. 000.4 a 0 milligr. 1 de ces souches, 
maigrissent temporairement et l’animal finit toujours par guérir bien que des 
bacilles acido-résistants soient décelés par culture de la rate chez des 
cobayes inoculés depuis des mois (culture de la rate positive chez 2 cobayes 
inoculés huit et qualorze mois auparavant). 

Par contre, Vinoculation intraveineuse de 5, 10 ou 15 milligrammes pro- 
yoque toujours la mort entre trois et cing semaines. Les animaux, qui mai- 
grissent rapidement, se montrent A l’'autopsie porteurs d'une tuberculose 
inflammatoire, septicémique, dite du type Yersin, assez semblable a celle 
décrite tout récemment par Bretey et Laporte chez des cobayes inoculés 
par voie intraveineuse avec des bacilles aviaires. A ’ouverture de l’abdomen, 
on constate ’hypertrophie marquée du foie et surtout de la rate qui, de 
plus, est rouge et friable; nous avons trouvé des rates atteignant vingt a 
trente fois leur volume normal. La figure n° 10 reprodnit Ja rate d’un ani- 
mal inoculé avec 10 milligrammes de la souche F3, mort aprés vingt et 
un jours. Les ganglions lymphatiques sont hyperplasiés et les poumons, 
compacts, tombant au fond de l’eau, ont des zones d’hépatisation rouge. 
Enfin, on constate la congestion généralisée de l'intestin gréle, des reins, 
de la moelle osseuse, des capsules surrénales qui sont en outre hyperpla- 
siées; le péritoine contient parfois une sérosité sanguinolente. Presque par- 
tout (foie, rate, poumons, moelle osseuse, sérosité péritonéale) on peut 
mettre des bacilles acido-résistants en évidence par examen direct. 


ACTION PATHOGENE POUR LE LAPIN: 


A. IyocuLaTion INTRAVEINEUSE. — La virulence particulitre de ces souches 
pour le lapin et la poule est une des caractéristiques les plus importantes 
qui nous permet de les différencier 4 coup sur des bacilles aviaires. Nes 
expériences ont porté sur une soixantaine de lapins inoculés avec diverses 
souches de ce nouveau type. En moyenne, nos résultats ont été les suivants : 

Les animaux tolérent, sans trouble apparent, 1/10 4 41/1.000 de milligramme; 
sacriliés apres trois 4 quatre semaines, ils n’accusent qu’une légére conges- 
tion du foie et de la rate chez lesquels on décéle parfois de rares bacilles 
acido-résistants. Les lapins, sacrifiés entre trois et cing mois, ne montrent 
aucun bacille acido-résistant mais on peut cependant arriver A les déceler 
par culture du foie ou mieux de la rate. 

Par contre, les lapins qui recoivent 1 mais surtoul 5, 10 ou 15 milligrammes 
maigrissent assez, rapidement et finissent par mourir entre quatorze et 
trente-trois jours. A ]’autopsie, ils présentent les lésions caractéristiques de 
la tuberculose seplicémique de type Yersin : congestion généralisée de tous 
les organes et en particulier du foie et de la rate, en général rouge et 
hypertrophiée, augmentée parfois de dix A vingt fois son volume normal: 
Les poumons sont souvent le siége d’une congestion aigué avec zones 
dhépatisation rouge qui tombent au fond de l’eau. De plus, avec des 
souches de premier passage sur pomme de terre glycérinée nous avons 
observé sept fois sur trente la formation de petites granulations blan- 
chatres, en grain de semoule, nettement visibles 4 la loupe et qui se loca- 
lisent dans la partie postérieure des deux poumons (voir figure 41). 
Les frotlis de ces organes montrent des bacilles acido-résistants nombreux 
dans la rate, moins abondants dans le foie et encore plus rares dans les 
poumons. 
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DOSE 
de hacilles OS 
inoculés ou sacrifié AUTOPSIE 


aprés 


. . en 
milligrammes 


ee tne | rn 


Souche F141: 


26 jours. |2 lapins. Rate trés hypertrophiée. Quelques 
B.A.R. dans les poumons et la rate. 

17 jours. |Rate et foie hypertrophiés. Poumons avec 
quelques nodules comme une téte d’épingle. 

: : B.A.R. rares dans ces trois organes. 

3 mois. |Rien du cété de la tuberculose. 

14 jours. 2 lapins. Rate peu hypertrophiée. Foie énorme. 
Poumons avec quelques granulations. Nom- 
breux B.A.R. dans tous ces organes et dans: 

; les reins de l'un des animaux. 

44 jours. |Rate hypertrophiée. Poumons avec quelques 
granulations. Rares B.A.R. dans les pou- 
mons, trés nombreux dans la rate et le foie. 
Culture positive aprés 9 jours. 


Souche F3: 


2 mois. {2 lapins. Rien du cété de la tuberculose. 

6 mois. |2 lapins. Rien du cété de la tuberculose. 

3 mois. |Organes normaux. Pas de B.A.R. Culture des 
poumons, 4 colonie. 

24 jours. |Rate peu hypertrophiée. Poumons conges- | 
tionnés. Quelques B.A.R. 

22 jours. |Foie et rate peu hypertrophiés. OEdéme pul- 
monaire. Quelques B.A.R. dans tous ces 
organes. 


Souche F2: 


28 jours. |Foie et rate trés hypertrophiés avec abon- 
dants B.A.R. OEdéme pulmonaire. 

22 jours. |Foie et rate hypertrophiés avec abondants 
B.A.R. Congestion pulmonaire. 


Souche F4: 


4 mois. {2 lapins. Rien du coté de Ja tuberculose. 

48 jours. |Foie et rate peu hypertrophiés. Poumons 
avec des granulations punctiformes. B.A. R. 
abondants dans la rate, rares dans le foie 
et les poumons. 

6 mois. Rien du coté de Ja tuberculose. 

47 jours. |Foie et rate hypertrophiés. Poumons conges- 
lionnés. 


Souche FS: 


Rien du coté de la tuberculose. 
Foie et rate trés hypertrophiés avec rares 
B.A.R. granulie pulmonaire. 
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DOSE E 
: ORT 
de bacilles we 
inoculés ou sacrifié AUTOPSIE 
en 


a): apres 
milligrammes B 


———— TT 
——— | 


Souche F12: 


4/1.000 16 jours. |Rien du colé de la tuberculose. 

4/100 35 jours. |Rien du coté de la tuberculose. Culture des 
poumons positive. 

4 30 jours. |Foie et rate hypertrophiés. OEdéme pulmo- 


naire avec quelques granulations puncti- 
formes. 3 

10 23 jours. |Foie et rate hypertrophiés. Poumons avec 
quelques granulations puncliformes et pré- 
sence de B.A.R. 


Souche F173: 


2 lapins. Rien du colé de la tuberculose. 
Tres rares B.A.R. dans le foie et la rate. 
Cullure positive du foie (20 colonies), des 
poumons (2 colonies) aprés 19 jours. 
22 jours. |Foie et rate tres hypertrophiés avec abon- 
dants B.A.R. ; 


Le tableau ci-dessus indique la date de la mort des animaux ainsi que ies 
caractéristiques présentées par chacun d’entre eux. 


B. INOCULATION INTRARACHIDIENNE. —- L’inoculation sous-occipitale de 1/100 a 
4 milligramme des souches F141, F2,F 4, F6,F 40, d’aprés la technique pré- 
conisée par A. Boquet et R. Broca, détermine chez le Japin une méningite 
toujours mortelle. 

Avec des doses moindres, les résullats sont inconstanls, mais lorsque le 
lapin succombe de méningite, la période d’incubation est d’autant plus longue 
que la dose de bacilles inoculés a été plus faible. 

Les résultats consignés ci-dessous ont éLé obtenus avec des cultures sur 
pomme de terre glycérinée, agées de douze a dix-huit jours; les doses 
employées par voie sous-occipitale étaient inoculées (28 lapins au total) 
sous un volume de 0c. c. 5 en eau physiologique. 


Souche F 1. 


Dose inoculée : 1 milligramme. 

Onziéme jour : parésie. 

Quatorziéme jour : paralysie du train postérieur. 
Seiziéme jour : mort avec signes typiques de méningite. 


Dose inoculée : 1/10 de milligramme. 

Vingt-cinquiéme jour : parésie. 

Vingt-neuviéme jour : paraplégie. 

Trenliéme jour : Mort. Symplomes inflammatoires et congestion des 
méninges. Ensemencement du cerveau positif apres quatorze jours. 
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Souche F 2. 


Dose inoculée :1 milligramme. 

Treiziéme jour : parésie du train pcestérieur, 

Quinziéme jour: Paraplégi>. 

Vingtiéme jour : mort avec signes lypiques de méningite. 


Fic. 411. 


Lapin inoculé par voie intraveineuse, avec 10 milligrammes de la 
souche F'4, el mort aprés trente jours. Observer l’hypertrophie du foie et 
de la rate et les fines granulations, en grain de semoule, sur les pou- 
mons. 


Dose inoculée : 1/10 de milligramme. 
Dix-sepliéme jour: paraplégie. 
Vingt et uniéme jour: mort de méningite. 


Dose inoculée : 1/100 de milligramme. 
Quarantiéme jour : parésie. a 
Quarante-huitiéme jour: mort de méningite. 


Dose inoculée : 1/1.000 de milligramme. al 
Vingtiéme jour : commenc2ment de parésie et amaigrissement. 
Cinquantiéme jour : mort de méningite. 
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Souche F 4, 
Dose inoculée : 1/10 de milligramme. 


Seiziéme jour : paraplégie. | 
Dix-huitiéme jour: mort de méningite. 


Dose inoculée : 1/100 de milligramme. 
Trentiéme jour : amaigrissement et parésie du train postérieur. 
Cinquantiéme jour : mort de méningite. 


Souche F6. . 


Dose inoculée : 4/2 milligramme. 
Huiti¢me jour : paraplégie. 
Dixiéme jour : mort de méningite. 


Dose inoculée : 1/100 de milligramme. 
Douziéme jour : parésie du train postérieur. 
Vingt-huitiéme jour : paraplégie. 
Quarantiéme jour : mort de méningite. 


Dose inoculée : 1/1.000 de milligramme. 
Douziéme jour : amaigrissement. 
Cinquante-sixiéme jour : lapin en bonne santé. 


Souche F 10. 


Dose inoculée : 1 milligramme. 
Dix-huiti¢me jour : paraplégie du train postérieur. 
Vingt-septiéme jour: mort de méningite. 


On est frappé, en é6tudiant les effets pathogénes de ce nou- 
veau type de bacilles quand ils sont inoculés, & fortes doses, 
dans le canal rachidien, de leur similitude avec le bacille 
aviaire. En effet, d’aprés les recherches de A. Boquet et 
R. Broca [5], le bacille aviaire inoculé dans les mémes condi- 
tions au lapin, détermine une méningite dont les symptémes 
cliniques et l’évolution sont identiques & ceux produits par les 
souches dont il est question ici. 


Action pathogéne pour la poule. 


La virulence de ces souches, par voie intraveineuse, pour la 
poule est comparable acelle pour le lapin. 


Avec 1/10 & 1/1.000 de milligramme, on ne constate aucun 
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trouble apparent; sacrifiées aprés plusieurs mois, les poules 
sont trouvées indemnes et les frottis de leurs organes sont 
négatifs a l’examen direct. 

Avec des doses massives, 1 4 10 milligrammes, les poules 
meurent rapidement entre vingt-cing et soixante jours, sans 
présenter — caractére essentiel — de lésions viscérales nodu- 
laires visibles & l’ceil nu. A l'autopsie, le tableau anatomique 
est celui d’une tuberculose aigué, & forme septicémique carac- 


Fic. 12. 


A gauche, foie et rate de la poule 398 inoculée vingt jours auparavant avec 
10 milligrammes de Ja souche F1, par voie intraveineuse. Remarquer l’hy- 
pertrophie considérable de ces organes par comparaison avec ceux situés 
4 droite de la figure qui appartenaient a un animal sain. 


térisée par la présence de lésions inflammatoires et congestives, 
qui atteignent surtout le foie, la rate et la moelle osseuse; ces 
divers organes, plus ou moins hyperlrophiés (voir figure 12) 
hébergent des bacilles acido-résistants, décelables par les 
frottis. 

Nous résumons dans le tableau ci-dessous les constatations 
d’autopsie obtenues chez la poule avec 9 souches de ce type, 
qui montrent d’une facon nette les particularités anatomiques 
que nous venons de décrire. 
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DOSE 
- : MORT 
NUMERO de bacilles : , 
inoculés ou sacrifié AUTOPSIE 
de la poule en 


ae apres 
milligrammes P 


Souche F1 : 


60 jours. |Foie et rate normaux. : 

35 jours. |Foie et rate légérement hypertrophiés 
avec quelques bacilles acido-résis- 
tants. 

30jours. |Foie (65 grammes), rate (4 grammes) 
peu hypertrophiés avec B.A.R. 
rares dans le foie, abondants dans 
la rate. 

60 jours. |Rien du cété de Ja tuberculose. 

30 jours. |Foie peu hypertrophié. Rate trés 
hypertrophiée. B.A.R. nombreux 
dans le foie, la rate et les reins. 

20 jours. |Foie et rate hypertrophiés avec nom- 
breux B.A.R. Culture positive apres 
22 jours. Quelques B.A.R. dans les 
reins. 


4 


Souche F3 : 


54 jours. |Foie et rate normaux. Pas de B.A.R. 

57 jours. |Foie et rate peu hypertrophiés. Pas 
de B.A.R. 

41 jours. |Foie et rate trés hypertrophiés avec 
quelques B.A.R. 

30 jours. !|Foie (14¢8 grammes), rate (5 grammes) 
trés hypertrophiés, friables, four- 
millent de B A.R. Culture positive 
abondante aprés 30 jours. Reins 
avec nombreux B.A.R. 

36 jours. |Foie (150 grammes), rate (5 grammes) 
trés hypertrophiés. Culture posi- 
tive abondante apres 2z7 jours. 
Hyperltrophie des reins. 

26 jours. |Foie et rate hypertrophiés avec abon- 
dants B.A. R. Culture positive abon- 
dante. Pas de B.A.R. dans les reins. 


Souche F4: 


6 mois. |Rien du cété de la tuberculose. 

6 mois. |Rien du coté de la iuberculose. 

38 jours. |Foie et rate hypertrophiés avec B. A. R. 
peu nombreux dans le foie, abon- 
dants dans la rate. 


Souche F2: 


4/4100 3 mois. |Rien du colé de la tuberculose. 

4 50 jours. |Foie et rate trés hypertrophiés avec 
B.A.R. abondants dans la rate, 
rares dans le foie. Culture positive 
apres 1 mois. 
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DOSE 
NUMERO de bacilles SLOT 


inoculés ou sacrifié AUTOPSIE 
de la poule en 


milligrammes apres 


Souche F5 : 


3 mois. |Rien de suspect du cété de la tuber- 
: culose. 
40 jours. |Foie et rate trés hypertrophiés. Four- 
millent de B.A. R. 


Souche F8; 


6 mois. |Rien du coté de la tuberculose. 
52 jours. |Foie et rate hypertrophiés avec 
quelques rares B.A.R. dans la rate. 


Souche F171 : 
6 mois. |Rien du coté de la tuberculose. 


30 jours. |Foie (110 grammes), rate (4 grammes) 
hypertrophiés, fourmilleat de B.A.R. 


Souche F12: 


32 jours. |Foie et rate trés hypertrophiés. 
32 jours. |Foie et rate trés_ hypertrophiés. B.A.R. 
dans la rate. 


Souche F173: 


4 mois. |Rien du coté de la luberculose. 
3 m. 1/2./Rien du coté de la tuberculose. 
4 mois. |Rien du coté de la tuberculose. 

25 jours. |Foie et rate tres hypertrophiés avec 
amas de L.A_R. 

60 jours. |Foie et rate trés hypertrophiés avec 
quelques B.A.R. 

30 jours. |Foie hypertrophié avec quelques 
B.A.R. Rate avec quelques granu- 
lations en grain de semoule, four- 
mille de B.A.R. 


Examen uistoLociquE. — Les lésions sont plus ou moins 
importantes selon la dose de germes et la voie d’inoculation 
employées. 

a) Foie. — Lésions congestives d’autant plus marquées que 
la dose est plus forte. Elles sont constituées principalement 
par des nodules de type exsudatif, représentés par une réaction 
intense des cellules du systéme endothélial et des infiltrations 
de polynucléaires. On trouve aussi, surtout chez les poules 
inoculées avec 10 milligrammes, des nodules du type follicu- 
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laire, dont quelques-uns incomplétement constitués par des 
cellules épithélioides et des lymphocytes et d’autres complets 
formés decellules géantes, de cellules épithélioides et de lym- 
phocytes. On n’a pas trouvé de caséification des tissus. 

Des nodules, soit exsudatifs, soit folliculaires montrent des 
bacilles acido-résistants en relation avec la dose inoculée 
(Bablet). 

b) Rate. — Lésions congestives et nodules similaires 4 ceux 
trouvés dans le foie. Pourtant, les nodules du type folliculaire 
et les bacilles acido-résistants sont plus abondants (Bablet). 


Diagnostic différentiel avec la variété S du bacille aviaire. 


La virulence tout @ fait particuliére de ce nouveau type de 
bacille pour le lapin et la poule pose Ja question de savoir 
comment faire le diagnostic différentiel entre ces germes et la 
variété S du bacille aviaire [24]. En effet, nous savons que 
cette derniére inoculée, & doses massives, tue la poule et le 
lapin avec une tuberculose inflammatoire, d’allure toxique, qui 
se caractérise par lhypertrophie du foie et de la rate, sans 
lésions nodulaires macroscopiques, lésions identiques a celles 
provoquées par de fortes doses des bacilles dont il est ques- 
tion dans ce travail. Dans ce cas, le diagnostic différentiel 
reste donc trés difficile. 

Mais la différence avec le bacille aviaire s’établit aisément 
en employant de faibles doses; ainsi, avec 1/10, ou mieux 
1/100, ou 1/1.000 de milligramme, inoculé par voie veineuse, 
le bacille aviaire tue toujours la poule et le lapin en quarante 
& soixante jours; & l’autopsie, la poule montre une hypertro- 
phie marquée du foie et-de la rate, qui sont parsemés de 
nodules blane-nacré, caractéristiques de la tuberculose natu- 
relle des oiseaux; le lapin présente des lésions nodulaires dans 
le foie, la rate, les poumons, quelquefois les reins, tuberculose 
miliaire impossible & distinguer parfois de celle produite par 
le bacille bovin. Or, dans les mémes conditions, les hacilles du 
nouveau type sont parfaitement supportés par la poule et le 
lapin : sacrifiés aprés de longs mois, ces animaux se montrent 
indemnes. 
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ACTION PATHOGRNE POUR LA SOURIS. 


L'inoculation a la souris de doses massives de ces souches, par voie sous- 
cultanée ou intraveineuse produit les mémes effets pathogénes que ceux 
décrits pour le cobaye. 

Par voie péritonéale, les doses de 4 4 10 milligrammes sont toujours mor- 
telles pour cet animal qui succombe aprés des délais variables. A l’autopsie, 
le grand épiploon est ramassé contre la grande {courbure de l’estomac; Je 
foie et la rate sont légérement hypertrophiés, mais sans lésions apparentes; 
tous ces organes, ainsi que les poumons, présentent de nombreux hbacilles 
acido-résistants et & examen direct. 


Propriéiés sensibilisantes et réactionnelles. Toxicité. 


a) Etude de la sensibilité tuberculinique chez des cobayes 
ayant ingéré per os les souches F1 et F3. 

20 cobayes neufs ne réagissant pas & la tuberculine, pesant 
de 250 4 350 grammes, sont divisés en deux lots. 

Le 5 mai 1934, on fait ingérer aux 10 premiers a l’aide d’une 
pipette, pendant trois jours consécutifs, 3 doses de 50 milli- 
grammes de bacilles pesés a l’état humide, non essorés, pro- 
venant d’une culture de dix-sept jours, en milieu de Sauton, de 
la souche F 14. 

L’autre lot de 10 cobayes recut par voie buccale dans les 
mémes conditions 150 milligrammes d’une culture en Sauton, 
Agée de quinze jours, de la souche F 3. 

Ces animaux ont été éprouvés périodiquement a la tubercu- 
line par voie intradermique (1/10 de centimétre cube de tuber- 
culine brute au 1/10) tous les quinze jours ou tous les mois, 
pendant une période de temps allant jusqu’’ dix mois et méme, 
pour certains, une année. 


Souche F1/. 


Vingliéme jour : 6 cobayes sur 10 réagissent par une papule cedémateuse 
de 12/15 millimétres. 

Quarante-troizi¢me jour : les 4 animaux négalifs deviennent franchement 
positifs. 

Soixante-douziéme jour: tous les animaux présentent une belle papule 
rouge cedémateuse atteignant chez 7, 15/20 millimétres, et chez 3, qui 
montrent de plus une réaction avec centre nécrotique, 20/25 millimetres. 
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5 de ces cobayes, morts vers le septitme mois de maladie 
intercurrente et un autre, mort le neuviéme mois, réagissaient 
toujours par une belle papule. L’ensemencement de la rate de 
2 cobayes, sacrifiés le dixiéme mois, fournit 3 colonies sur 
% tubes ensemencés. Les deux derniers, sacrifiés au bout d’un 
an ne donnérent aucune cullure 4 partir de la rate, bien que 
réagissant toujours 4 la tuberculine. 

Les 10 animaux inoculés avec la sonche F 3 fournirent des 
résultats identiques aux cobayes étudiés précédemment. 

b) Pouvoir sensibilisant des souches F 1 et F3, inoculées au 
cobaye par voie sous-cutanée. 

36 cobayes, inoculés dans la cuisse, avec la souche F1, cul- 
tivée sur pomme de terre glycérinée, dgée de douze jours, sont 
divisés en 9 lots de 4 cobayes, qui recoivent de 10 milligrammes 
a1/4.000.000 de corps bacillaires. Ces animaux ont 6lé éprouvés 
périodiquement par intradermo-tuberculination. La moyenne 
des résultats obtenus est rapportée dans le tableau ci-dessous. 


DOSE 
ae ae RESULTATS DES INTRADERMO-REACTIONS A LA TUBERCULINE 
milligrammes 


1/1.000.000 |Nettement positives le 55° jour. 
1/100.000 Faiblement positives le 30° jour, nettement positives le 55¢ jour. 


4/10.000 Faiblement positives le419e jour, nettement positives le 30¢ jour 
4/1.000 Nettement positives le 19¢ jour. 5 a 
4/100 Nettement positives le 19° jour. 

1/40 Neltement positives le 19¢ jour, 2 nécrotiques le 55¢ jour. 


4, 5 et 10 Faiblement positives le 5e jour, nettement positives le ide jour 
nécrotiques le 16¢ jour. 4 


Si ’on compare le pouvoir sensibilisant de ces souches avec 
celles de bacilles aviaires, on constate que nos résultats sont 
sensiblement identiques & ceux obtenus par A. Boquet et 
Bretey [4] chez des cobayes infectés par voie sous-cutanée avec 
des bacilles aviaires. 


Phénoméne de Koch par voie intradermique. 


On utilise un lot de cobayes infectés depuis cinquante-trois 
jours avec 1/400 de milligramme d’une souche bovine récem- 
ment isolée et qui présentaient & ce moment une tuberculose 
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généralisée avec chancre d’inoculation. Ces animaux recoivent 
dans le derme, émulsionnés dans 0c. ¢. 5 d’eau physiologique, 
respectivement 1, 1/10, 1/100 de milligramme de corps 
microbiens des souches F 4 et F5 cullivées sur pomme de 
terre glycérinée, agées de quatorze jours. 

Au bout de quarante-huit heures, les cobayes qui avaient 
recu 1 milligramme présentaient une réaction franchement 
nécrotique (phénoméne de Koch typique), ceux éprouvés avec 
1/10 montraient une papule cedémateuse d’environ 12 & 18 mil- 
limétres et ceux inoculés avec 1/100 n’avaient qu’un nodule de 
la grandeur d’une lentille, mais net. 


Phénoméne de Bail. 


Des animaux inoculés comme précédemment, cinquante 
jours auparavant, avec la méme souche de bacilles bovins, 
recurent des quantités croissantes des souches F2 et F3. Les 
cobayes tuberculeux résistent & Vinoculation péritonéale de 
100 milligrammes de ces germes. 300 milligrammes déter- 
minent la mort des animaux en vingt heures avec signes 
d’inloxication caractéristiques du phénoméne de Bail. Les ani- 
maux neufs inoculés avec les mémes doses de bacilles par voie 
péritonéale n’ont accusé aucun trouble dans la suite. 


Titrage de la tuberculine des bacilles du nouveau type 
par intradermo-réaction. 


Des cobayes tuberculeux, infectés avec des bacilles bovins 
depuis huit semaines et présentant un chancre d’inoculation, 
ont été éprouvés par voie dermique, avec des quantités décrois- 
sanles de tuberculine des souches F 1 et F3 préparée exacte- 
ment comme Ja tuberculine brute ordinaire et diluée en eau 
physiologique. 

Ces animaux, qui avaient réagi par une belle papule avec 
1/2.000 de leur tuberculine homologue, éprouvés avecla tuber- 
culine des bacilles du nouveau type, ont donné les résultats 
suivants: 1/410, belle papule cedémateuse de 18 & 22 millimétres; 
1/100, papule nette de 12 a 15 millimetres; 1/1.000, réaction 


nulle. 
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Toxicité de la tuberculine des souches F4, F6 et F9. 


Des cobayes infectés comme les précédents regurent par voie 
sous-cutanée des quantilés variables de tuberculine des 
souches F4, F6 et F9 préparée comme la tubercaline brute 
et diluée au 1/3 en eau physiologique. 

Voici les résultats constalés : 


DOSS 
de 
tuberculine 
injectée 
en 
grammes 


NOMBRE 
de cobayes RESULTATS 
inoculés 
i 


Survie. 

4 mort d’intoxication tuberculinique; les autres, 
survie. 

Survie. 

Survie. 

3 morts avec signes (intoxication tuberculinique ; 
les autres, survie. 


4 


Morts d'intoxication tuberculinique. 


Il ressort de la lecture de ce tableau que jusqu’a 0 gr. 80, la 
tuberculine obtenue a partir de ces nouveaux bacilles est 
bien tolérée par les animaux tuberculeux. Au-dessus, a la dose 
de 1 gr. 50 p. 100 des cobayes infectés meurent avec les signes 
classiques d’intoxicalion; quant & la dose de 1 gr. 50, elle est 
toujours mortelle pour les animaux tuberculeux. 

Si on compare ces résultats avec les propriétés réactionnelles 
des bacilles aviaires, pour le cobaye, étudiées par A. Boquet et 
C. Ninni {6}, on constate que les souches que nous étudions 
fournissent une tuberculine qui s'est révélée en général un 
peu plus toxique que celle du bacille aviaire. 


Propriétés immunisantes. 


Dans ce chapitre, nous étudierons le pouvoir immunisant 
de ce nouveau type de bacilles vis-a-vis d’une infection 
d’épreuve virulente, chez le cobaye [22]. Dans ce but, nous 
avons pratiqué les expériences que voici : 
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A. — ExpféeiencE DE VACCINATION AVEC LA soucHEe F 1. 


Un lot de 14 cobayes de 350 & 400 grammes, non allergiques, sont inoculés, 
le 20 février 1934, avec une souche F 1 cultivée sur pomme de terre glycé- 
rinée Agée de vingt et un jours. 4 cobayes recoivent 1 milligramme (2 par 
voie sous-cutanée et 2 par voie péritonéale). 6, 5 milligrammes (2 par voie 
sous-cutanée et 4 par voie péritonéale), 4, 10 milligrammes (2 par voie sous- 
cutanée et 2 par voie péritonéale). Ces animaux, éprouvés périodiquement a 
la tuberculine (0 c. c. 4 d'une solution au 4/10), sont devenus allergiques 
entre le huitiéme et le quinziéme jour. Lorsque la réaction devint nécro- 
tique, le 29 mars 1934, c’est-a-dire vers le quarantiéme jour, ils furent soumis a 
Vinoculation d’épreuve virulente. A cet effet, ces animaux, ainsi que 12 cobayes 
témoins, recurent, par voie sous-cutanée, 1/100.000 de milligramme de la 
souche bovine Vallée cultivée sur pomme de terre glycérinée et Agée de 
vingt-six jours. 


La marche de l’expérience a été menée de la facon suivante. 
Chaque fois qu’un animal préparé mourait de maladie inter- 
currente, on sacrifiait un témoin — ou vice versa — pour 
comparer Jes lésions dans l'un ou l'autre cas. 

Pour la clarté de l’exposé des résultats, nous partagerons 
ces animaux en trois groupes. 

Le premier groupe comprend 7 cobayes vaccinés morts de 
maladie intercurrente ou sacrifiés trente & cinquante jours 
apres l’inoculation d’épreuve virulente. 

Parmi les 7 cobayes vaccinés, 3 présentaient des lésions 
ganglionnaires moins prononcées que les témoins et 4 
avaient des lésions identiques. Par contre, les organes des 
animaux vaccinés se trouvaient indemnes de lésions nodu- 
laires, alors que 2 cobayes témoins avaient déja des tubercules 
sur la rate. 

Le second groupe réunit 4 animaux vaccinés morts trois & 
quatre mois aprés l’inoculation d’épreuve. 

Les 4 cobayes témoins étaient porteurs d'une tuberculose 
eénéralisée avec abcés au point d’inoculation et lésions gan- 
elionnaires et viscérales importantes. Ces constatations sont trés 
différentes de celles observées chez les animaux vaccinés qui 
avaient des ganglions inguinaux et lombaires pris, mais pas 
d’abcés dans la région inoculée ; en outre, 2 sont indemnes de 
lésions viscérales et les 2 autres présentent l'un, deux granula- 
tions sur la rate et les poumons, et l’antre, quelques petits 
nodules sur les poumons. 
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Enfin, le troisigme groupe comprend 3 animaux vaccinés qui 
ont survécu soixante, cent vingt et deux cent quarante jours 
aux derniers témoins, tous morts & cette époque de tuberculose 
généralisée. 

L'un des cobayes avait les ganglions pris, mais non les 
viscéres, le deuxiéme était porteur de lésions discrétes et le 
troisiéme présentait une tuberculose généralisée sans chancre 
d’inoculation. 


B. — ExpérigNce DE VACCINATION AVEC LA SoUcuE F 3. 


Le 2 mars 1934, un lot de 10 cobayes sont préparés, dans les mémes 
condilions que précédemment, avec une souche F 3 cultivée sur pomme de 
terre glycérinée et agée de vingt-cing jours. 4 cobayes recurent 1 miili- 
gramme (2 par voie sous-cutanée et 2 par voie périlonéale) 3, 5 milligrammes 
(2 par voie sous-cutanée et 1 par voie péritonéale) et enfin, 3, 10 milli- 
grammes (par voie sous-culanée). Ces animaux furent soumis a l’épreuve 
virulente le 11 avril 1934, c’est-a-dire une fois que les réactions tuberculi- 
niques positives furent devenves nécrotiques. Dans ce but, ces animaux, 
ainsi qu'un nombre égal de témoins, sont inoculés par voie sous-cutanée, 
aprés quarante jours, avec 41/100.000 de milligramme de Ja souche bovine 
Vallée cultivée sur pomme de terre glycérinée et Agée de vingt el un jours. 
La marche de la vaccination fut suivie comme précédemment et nous diyi- 
serons de méme nos animaux en trois séries pour l’exposé des résultats. 


Dans la premiére série, 2 cobayes prémunis furent sacrifiés 
deux mois et deux mois et demi aprés l’inoculation d’épreuve; 
ils étaient indemnes de lésions viscérales et présentaient juste 
des Iésions ganglionnaires correspondant a la région inoculée. 
Les témoins, morts ou sacrifiés en méme temps que les ani- 
maux vaccinés, montraient un petit abcés au point d’inocula- 
tion avec les ganglions satellites pris, des tubercules sur les 
viscéres (foie, rate et poumons), rares chez l’un et abondants 
chez l’autre. 

La deuxiéme série se compose de 4animaux vaccinés, morts 
de maladie intercurrente ou sacrifiés entre quatre mois et demi 
et sept mois. 

Tous les animaux témoins étaient porteurs d’une tubercu- 
lose assez sévére avec chancre d’inoculation et lésions gan- 
glionnaires et viscérales avancées. Les cobayes vaccinés avaient 
des ganglions sensiblement identiques & ceux des témoins, 
mais 1 seul sur les 4 présentait un abcés dans la région ino- 
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culée; 2 avaient un foie indemne, quelques tubercules sur les 
poumons, et les 2 autres étaient atleints d’une tuberculose 
généralisée avec lésions nodulaires, moins prononcées que chez 
les témoins, sur tous les organes. 

Le troisiéme groupe est destiné & étudier Ja survie de 4 ani- 
maux vaccinés, car tous les témoins sont morts a cette date, 
entre le sixiéme et le septigme mois, de tuberculose généralisée. 

Ces 4 animaux ont survécu soixante, cent cinquante (2) et 
cent quatre-vingts jours aux témoins; ils présentaient, tous les 
quatre, des lésions discrétes sur le foie, la rate et les poumons, 
mais l’abcés au point d’inoculation manquait. 

La premiére conclusion qui se dégage de cette recherche est 
que les différents modes d’inoculation employés et les duses 
variables croissantes de 1 4 10 milligrammes inoculées ne 
semblent avoir joué aucun réle dans la résistance du cobaye 
vacciné vis-a-vis de l’inoculation d’épreuve virulente. 

En outre, si on jette un coup d’cil sur l'ensemble des résul- 
tats obtenus avec les 24 cobayes vaccinés, on constate que 9 
présentaient déja, entre soixante et soixante-quinze jours, des 
signes évidents de résistance par rapport aux témoins, que 8, 
sacrifiés ou morts quatre & sept mois aprés la vaccination 
avaient, pour la plupart, leurs organes indemnes, alors qu'un 
nombre égal de témoins avaient des tubercules sur le foie, la 
rate et les poumons. Enfin on remarque que les 7 derniers 
cobayes vaccinés avec les souches F1 et F3 ont survécu 
pendant de longs mois aux cobayes témoins qui sont tous 
morts de tuberculose généralisée entre cing et sept mois. Ces 
7 cobayes présentaient tous sans exception, & l’autopsie, des 
lésions de tuberculose chronique moins graves que celles des 
animaux témoins. 

Ces expériences montrent que les 2 souches étudiées possé- 
daient un pouvoir vaccinant marqué contre une infection 
d’épreuve assez sévére. Par leurs propriétés immunologiques, 
ces bacilles du nouveau type se rapprochent des bacilles des 
mammiferes. 

A ce point de vue, nos résultats sont tout & fait comparables 
A ceux qu’Armand Delille et M'* Bloch [4] d’un cdté et Négre 
et Bretey (15, 16 et 18] de l'autre, ont oblenus par Vemploi de 
la variété dite lisse du bacille tuberculeux dans la prémunition 
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antituberculeuse du cobaye et du singe. Les souches employées 
par ces auleurs ont été isolées des organes de cobayes inoculés 
avec des produits suspects de tuberculose et traités par des 
injections sous-cutanées bi-hebdomadaires d’extrait acétonique. 


Discussion. 


Ii résulte des faits et des constatalions précédents que les 
cobayes neufs ou soumis a des injections d’extrait acétonique, 
peuvent héberger, sans présenter aucun trouble de santé, des 
bacilles aviaires et surtout des bacilles d’un nouveau type, 
qu’il est possible, en se fondant sur les caractéres spéciaux de 
Vallergie quils conférent aux animaux, de déceler aisément 
par ensemencement de la rate. 

La preuve en a été fournie dans les laboratoires de la tuber- 
culose, par L. Négre, Bretey et M'* Gehrart [417], Battaglini {2), 
Petresco [21], Gaiginski {9}, Valtis et van Deinse [37] et enfin 
Goyal et M'* Obermann {i4] qui ont isolé chez des cobayes 
neufs ou soumis & des injections d’extrait acétonique les mémes 
types de bacilles, confirmant ainsi pleinement les faits nou- 
veaux mis en évidence par nos recherches. 

Nos constatalions sont toutes différentes de celles de Cooper 
et Petroff (8|, Thomson ct Frobisher [36] qui, en Amérique, ont 
trouvé dans les ganglions d’un grand nombre de cobayes 
neufs des bacilles acido-résistants par simple frottis ; nous- 
mémes ainsi que Ninni et Bretey [20] n’avons pu vérifier ces 
assertions. 

Le germe nouveau que nous avons mis en évidence chez les 
cobayes neufs ne peut, parses caractéres culturaux ainsi que 
par ses propriétés tuberculigénes, sensibilisantes et immuni- 
santes, étre rangé parmi le groupe des saprophytes acido-résis- 
tants. Il est vrai qu'une fois adapté & la vie saprophytique, il 
est capable de présenter certaines analogies avec les bacilles 
paratuberculeux comme celle de végéter & la température du 
laboratoire ; néanmoins, ces souches ont besoin, comme facteur 
de départ, de la température de I’étuve & 38° comme les bacilles 
des mammiferes. D’un autre cété, il ne faut pas oublier que le 
bacille aviaire, qui constitue un lype bien différencié des para- 
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tuberculeux posséde aussi cette faculté de pousser a la tempé- 
rature du laboratoire. 

Par contre, ce nouveau microbe présente des caractéres 
communs avec le bacille aviaire; ainsi toule distinction est 
impossible si on s’en tient & leur aspect cultural sur les milieux 
ou ils se sont développés en couche épaisse. Néanmoins, la 
différenciation reste possible, dans les cultures primaires 
constituées par des colonies isolées; en effet, par vieillissement 
les souches aviaires conservent cet aspect régulier et uniforme, 
tandis que les souches du nouveau type continuent a se déve- 
lopper, formant de grosses colonies secondaires irréguliéres 
polymorphes en forme de chou-fleur, de grandes dimensions 
(40 & 15 millimétres de diamétre) et tout a fait caractéristiques. 

Si par leur tubereuline et leurs propriétés réactionnelles ces 
souches se rapprochent des bacilles aviaires, elles s’en éloignent 
considérablement par leur virulence spéciale pour la poule et 
le lapin. Il est entendu qu’a doses massives, 1 & 10 milli- 
grammes par voie intraveimeuse, leur action pathogéne peut 
étre confondue, mais le point capital réside dans |’emploi de 
doses minimes; dans ce cas, les nouvelles souches ne donnent 
presque jamais de lésions nodulaires et demeurent inoffensives 
tandis que les bacillesaviaires provoquent la mort des animaux 
chez lesquels elles déterminent la formation de nodules iden- 
tiques & ceux qu’on trouve dans la tuberculose naturelle des 
oiseaux. 

Cetfe virulence spéciale pour la poule et le lapin différencie 
aussi trés netlement ces nouvelles souches des aviaires aviru- 
lentes de type S mises en évidence par les recherches sérolo- 
giques de Schaefer. 

' D’un autre coté, ces souches sont douées d’un certain nombre 

de propriétés qui les rapprochent des bacilles tuberculeux des 
mammiféres. Ainsi, comme pour ces derniers, l’ammoniaque 
suffit & nos souches comme source d’azote ainsi que l’a constaté 
Schaefer; en effet, elles cultivent facilement dans les milieux 
contenant pour tout sel du chlorure d’ammoniaque; leur meil- 
leure source de carbone est la glycérine. La mannite, l’alcool 
éthylique et les sels des acides lactique, succinique et butyrique 
ne sont pas ulilisés (Schaefer). 

Au cours de l'étude de la toxicité de l’acide sulfurique et de 
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l’acide acétique, nous avons constaté que les souches de la 
nouvelle espéce tolérent l’action de l’acide sulfurigue 45, 10 et 
15 p. 100 au méme degré que les souches des bacilles des 
mammiféres. 

De méme, le pouvoir sensibilisant de ces souches présente 
des analogies évidentes avec celui des bacilles des mammiferes. 
La sensibilité du derme a la tuberculine que ces souches 
conférent au cobaye, par voie buccale ou sous-cutanée, est tout 
a fait remarquable; on a démontré que ces bacilles le sensibi- 
lisent jusqu’a la dose minime de 1/1.000.000 de milligramme. 
D’autre part, l’allergie se développe et évolue chez cet animal 
comme avec certaines souches atténuées de bacilles des 
mammiféres. 

Ces caractéres allergiques spéciaux ont été mis & profit pour 
déceler la présence de ces germes chez des cobayes parasités. 

En c+ qui concerne Jeur pouvoir antigéne, l’extrait méthy- 
lique (Boquet et Negre) de nos souches dévie le complément en 
présence des sérums de chevaux anltituberculeux a des taux 
sensiblement égaux 4 ceux du bacille de Koch. D’autre part, 
Schaefer a décelé, par des recherches sérologiques, la présence, 
dans nos 44 souches étudiées, d’un antigéne spécilique 
de type. 

Mais c'est surtout le pouvoir prémunisant tout & fait remar- 
quable du nouveau type de bacilles parasites du cobaye qui 
montre le lien étroit qui existe entre leurs caractéres immuno- 
logiques et ceux des bacilles des mammiféeres. En effet, un 
degré de résistance appréciable vis-a-vis d’une infection 
d’épreuve virulente est conféré au cobaye préparé préalable- 
ment avec ces germes. 


Résumé et conclusions. 


1° Les 21 souches, 7 aviaires et 14 du nouveau type, que 
nous avons étudiées ont été isolées pendant les années 
1933, 1934 et 1935. 

La derniére souche a été obtenue le 4 février 1935. 

Si on totalise le nombre d’ensemencements qu’on a prati- 
qués, pendant la durée de ces recherches, chez des cobayes, on 
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arrive au nombre de 600, ce qui donne une moyenne de 
3,5 p. 100 d’animaux parasités. 

Il est hors de doute que la proportion des cobayes conta- 
minés augmente par l’action de facteurs extérieurs tels que les 
injections d’extrait acétonique. | 

2° On n’a pu déterminer, au cours de ces recherches, le 
mécanisme d’infection des animaux parasités. Néanmoins, le 
fait que la plupart des bacilles aient été isolés, chez des 
des cobayes neuls, par ensemencement de la rate — bacilles 
déversés dans cet organe par des décharges paucibacillaires 
bacillémiques probables — est en faveur d’une contamination 
par la nourriture. 

3° L’allure de l’inf ction a toujours été latente, silencieuse, 
ce qui explique le petit nombre de germes trouvés par 
culture. 

4° Si on compare les caractéres des souches du nouveau 
type avec les variétés dissociées des bacilles des mammiféres 
ou BUG que Birkhaug [3] et nous-mémes dans la suite avons 
obtenu par hémoculture chez des cobayes inoculés par voie 
intraganglionnaire, on constate qu’elles sont sensiblement 
identiques. 

5° D’ailleurs Schaefer [35] qui a étudié au point de vue séro- 
logique toutes les variétés humaines et bovines dites S isolées 
par Birkhaug a reconnu qu’au point de vue antigéne, il s’agis- 
sait de bacilles aviaires et de bacilles de la nouvelle espéce, 
c’est-a-dire des deux types que nous avons mis en évidence 
chez des cobayes neufs. 

6° D’autre part, l'étude du mécanisme de la dissociation du 
bacille aviaire que nous poursuivons depuis plusieurs années, 
et celle de la dissociation du bacille bovin effectuée par Jensen 
et Frimodt-Moller [13], R. Laporte [14] ont démontré que les 
colonies lisses de Birkhaug et celles que nous avons nous- 
mémes obtenues a partir du cobaye n ont rien de commun avec 
les variétés dissociées. 

7° D’aprés ces recherches, il est infiniment probable que les 
souches que Birkhaug et nous-mémes avons prises, avant ces 
derniéres expériences, pour des variétés dissociées des bacilles 
des mammilféres proviennent d’une contamination accidentelle 


du cobaye. 
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A PROPOS DU DIAGNOSTIC DU CANCER 
PAR LE PROCEOE DE MLE MENDELEEFF 


par M's FE, SALAMON. 


(Institut Pasteur.) 


En 1934, M'° Mendeléeff a publié une nouvelle méthode de 
diagnostic du cancer basée sur le principe suivant : il existerait 
chez les cancéreux des modifications du pouvoir coagulant des 
extraits leucocytaire et érythrocytaire vis-a-vis de leur propre 
plasma. 

Nous décrivons ici la méthode telle qu’elle nous a été aima- 
blement montrée par l’auteur pendant son séjour a Paris. Cette 
méthode différe légerement de celle qu’elle a publiée en 1934. 

Cette méthode comprend quatre opérations principales : 

4° Prélévement du sang; 

2° Préparation du plasma; 

3° Préparation des extraits : a) leucocytaire; 5) érythrocy- 
taire; 

40 Etude du pouvoir coagulant des extraits vis-a-vis du 


plasma. 
1° Prélévement du sang : 


Par ponction veineuse, on préléve 10 cent. cubes de sang dans un tube a 
centrifuger, jaugé a 10 cent. cubes, refroidi préalablement dans la glace et 
contenant 0 c.c. 5 d’héparine a 0,2 p. 100. On mélange bien et on centrifuge 
pendant dix 4 quinze minutes a une vitesse de 3.000-4.000 tours 4 la minute, 
en ayant soin de maintenir constamment le tube dans la glace ou dans |’eau 
glacée. Aprés la centrifugation on distingue trois couches : le plasma sur- 
nageant, les globules blancs formant une mince pellicule, enfin la purée de 
globules rouges. 


2° Préparation du plasma. 


Dans un tube a essai refroidi dans la glace on décante le plasma et on y 
ajoute son volume d’eau physiologique. Le tout est conservé dans la glace 
jusqu’au moment de l’emploi; c’est sur ce plasma dilué de moitié qu’on 
étudie le pouvoir coagulant des extraits leucocytaire et érylhrocytaire. 
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3° Préparation des extraits. 


On prend deux grands tubes a centrifuger et on verse dans chacun 
20 cent. cubes d’eau physiologique. On introduit ensuite dans lun d’eux la 
mince pellicule de globules blancs prélevée A l'aide d’une spatule en platine 
et dans l'autre 0c. c. 5 de purée globulaire prélevée au fond du tube. On 
mélange et on centrifuge. On décante la premiére eau de lavage et on fait, 
soit un deuxiéme lavage prolongé (en laissant deux a trois heures a la glaciére), 
soit encore un deuxiéme et troisitme lavage rapides. On décante la derniére 
eau de lavage et on opére comme suit pour préparer les extraits : 


a) Exrrart Leucocytarre, — On verse 4 cent. cubes d’eau distillée (on note 
lheure exacte au chronométre) dans le tube au fond duquel se trouve la 
pellicule de globules blancs. On transvase le tout dans un flacon contenant 
des perles de verre, et on agite fortement Ala main pendant dix minutes. On 
prend soin d’ajouter 6 cent. cubes d’eau physiologique au bout des premiéres 
cing minutes. On transvase ensuite |’émulsion dans un tube a centrifuger et 
on centrifuge. Le liquide surnageant constitue le suc leucocytaire. 


b) EXTRAIT DE GLOBULES ROUGES. — On verse 4 cent. cubes d'eau distillée dans 
le tube contenant le 1/2 cent. cube de purée globulaire et on laisse en 
contact pendant dix minutes; au bout de ce temps on ajoute 16 cent. cubes 
d'eau physiologique, on centrifuge dans le méme tube, et c’est le liquide sur- 
nageant qui constituera le sue globulaire. 


40 Etude du pouvoir coagulant. 


On prend deux séries de 8 petits tubes en pyrex. On verse dans chacun 
0c. c. 5 d'eau physiologique, et on introduit ensuite dans le premier tube de 
la premiére série 0 c. c. 5 du suc leucocytaire, el dans le premier de la 
seconde série 0c. c.5 du suc globulaire. Dans chaque série on transvase 
dans le second tube 0c. c. 5du mélange contenu dans le premier tube et 
ainsi de suite dans les tubes suivants jusqu’au huitiéme; du dernier on 
rejette 0c.c. 5 du mélange. Quand les 8 dilutions des extraits ont été faites 
dans les deux séries, on note l'heure exacte au chronométre et on ajoute 
immédiatement dans tous les tubes 0c. c. 5 du plasma dilué au 1/2 quia 
été conservé a la glaciére. On commence cette opération par le premier tube 
de la premiére série. On mélange le contenu doucement et on note le moment 
otile contenu de chaque lube se prend en masse. La durée de l’observation 
est de quatre-vyingt-dix minutes. La vitesse de coagulation s’exprime en 
minutes. 


Par cette méthode, M"* Mendeléeff a trouvé que le pouvoir 
coagulant des sucs leucocytaire et érythrocytaire différe chez 
les cancéreux et chez les non-cancéreux. 

Selon M'® Mendeléelf, chez les non-cancéreux le suc leuco- 
cylaire fait coaguler le plasma en neuf & vingt-deux minutes 
dans les tubes 1, 2, 3, 4 & concentration forte et en trente-huit 
& cinguante-cing minutes dans les tubes 5, 6, 7, 8 & concen- 


A PROPOS DU DIAGNOSTIC DU CANCER 304 


90 


t+ =) 
C=) 


50 


Ss sc 


Minutes exprimant la vitesse de coagulation. 
<< 
S 


Dilutions des extraits. 


GRAPHIQUE 1. — Sujets normaux. 
» SUC LEUCOCYLAILE 5 omerrmrereenene suc globulaire. 


TasLeau |. — Chiffres détaillés exprimant en minutes 
la vitesse de coagulation. 


DILUTIONS DES EXTRAITS DILUTIONS DES EXTRAITS 
Suc leucocytaire Suc globulaire (rouges) 


NUMERO 


des 


SEALS OOS eel ow eee Sel Gene See mOR sateen heel 7 18 


4 49 | 64] 85 |Pas de coagulation.| 58 Pas de coagulation. 
5A | 85] 90} Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
44 88 | 90} Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
42 20 | 32] 50] 52 | 89 | 90] | Pas de coagulation. 
13 55 | 74] Pas de coagulation. Pas de coagulation. 


38 | 80 | Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
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tration faible, tandis que le suc globulaire n’a pas d’action 
coagulante sur le plasma durant les quatre-vingt-dix minutes, 
temps total de la réaction. 

Chez les cancéreux cet auteur a noté un ralentissement con- 
sidérable atteignant 60 p. 100 et plus du pouvoir coagulant 
du suc leucocytaire et l'apparition d’un pouvoir coagulant du 
suc globulaire. Le degré de ce pouvoir coagulant du suc 
elobulaire serait variable suivant le sujet et serait fonction 
de l'état général du malade; l’accélération serait d’autant plus 
grande que l'état général est moins satisfaisant. Dans le but 
d’étudier cette réaction nous avons, en nous servant exacte- 
ment de la technique (1) décrite ci-dessus, examiné 40 sujets 
qui se répartissent en 3 groupes. 


I. — Sujets dits normaux: 6 cas. 
II. — Sujets atteints d’autres maladies que le cancer : 10 cas. 
III. — Sujets porteurs de cancer confirmé cliniquement et 


histologiquement : 24 cas. 

Nous donnons ci-contre les résultats de chaque groupe sous 
forme de graphique et de tableau. Sur le graphique, l’axe des 
abscisses porte les dilutions des extrails, les ordonnées corres- 
pondant aux minutes exprimant la vilesse de coagulation. 

En examinant le tableau concernant les sujets dils normaux, 
on voit que dans le cas 4 la réaction s’approche de celle que 
M"e Mandeléeff considére comme du type cancéreux : ralentis- 
sement considérable du pouvoir coagulant du suc leucocytaire 
et accélération légére, dams ce cas, du pouvoir coagulant du 
suc globulaire. En effet, la vitesse de coagulation est ici de 
quarante-neuf a quatre-vingt-cing minules dans les quatre pre- 
miers lubes au lieu des neuf & vingt-deux minutes données 
par cet auteur comme temps limite des sujets normaux. Or, 
cliniquement il s’agit d’une infirmiére de vingt-huit ans en bon 
état de santé. 

Si nous considérons maintenant les autres cas: 5A, 11, 12,13 
et 14, nous voyons que ces sujets ne donnent une réaction dite 
normale qu’avec le suc érythrocytaire, alors qu’avec le suc 
leucocytaire il existe un ralentissement énorme du pouvoir 


(1) M"e Mandeléeff a bien voulu nous faire parvenir une certaine quantité 
dhéparine pour nos essais préliminaires, et nous tenons 4 lui exprimer 
ici nos vifs remerciements. 
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Minutes exprimant la vitesse de coagulation. 
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Dilutions des extraits. 
* 


GRAPHIQUE 2. — Sujets atteints d'autres maladies que le cancer. 
» SUC LEUCOCYLAITE 5 mmrrenenenrene ~, suc globulaire. 
TasLEAu IJ. — Chiffres détaillés exprimant en minutes 


la vitesse de coagulation. 


NUMERO DILUTIONS DES EXTRAITS DILUTIONS DES EXTRAITS 
Suc leucocytaire Suc érythrocytaire 


des 


malades | 4 | 9 


48 | 65 Abe de coagulation. Pas de coagulation. 
27 77} 80] 85 |Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
33 70 |Pas fe coagulation.| 80 | 86] Pas de coagulation. 
30 | ¢ 65 |Pas de coagulation.| 80 | 86] Pas de coagulation. 
31 | 40 | 60 |Pas de coagulalion. Pas de coagulation. 
33 | 8: Pas de coagulation. Pas coagulation. 
30 Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
29 Pas de coagulation. : coagulation. 
43 )| Pas de coagulation. Pas coagulation. 
31 Pas de coagulation. Pas coagulation. 
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coagulant. Cliniquement, il s'agit pourtant de sujets en bon 
étai de santé, tous travailleurs du laboratoire, agés de vingt-huit 
a quarante-cing ans. 

En résumé, nous pouvons dire que les sujets normaux exa- 
minés par nous ne nous permettent pas de confirmer les résultats 
de M'* Mendeléeff. 

Dans ce groupe concernant les sujets atteints d’autres 
maladies que le cancer (graph. 2 et tableau II), nous voyons 
que dans les cas 7 et 7 A, on trouve un ralentissement consi- 
dérable du pouvoir coagulant du suc leucocytaire et une accélé- 
ration légere du pouvoir coagulant du suc globulaire, donc des 
réactions s’approchant de celle du type cancéreux; or, clinique- 
ment il s’agit de malades agés respectivement de vingt-huit et 
cinquante ans atteints de troubles mentaux: état dépressif, 
automatisme mental, anxiété et éthylisme. 

Si nous examinons tous les autres cas, nous voyons qu ils 
donnent des résultats homogenes : ralentissement considérable 
du pouvoir coagulant du suc leucocytaire tel qu’on le verrait 
chez les cancéreux, tandis que le pouvoir coagulant du suc 
globulaire est normal. Or, cliniquement ces cas comprennent 
deux catégories de malades bien distinctes : d’une part, six 
hommes Agés de dix-neuf 4 trente-cing ans, atteints de troubles 
mentaux divers, ce sont les cas 5, 6, 8, 9, 9A et 10; d’autre 
part, deux femmes agées de quarante-quatre et soixante et un 
ans, présentant un tibrome banal sans aucune dégénégescence 
maligne, ce sont les cas 34 et 35. D’ailleurs, nous avons eu 
occasion de revoir ces deux malades aprés l‘intervention chi- 
rurgicale, leur état général était excellent. Donc, dans ce groupe 
de sujets atteints d’autres maladies que le cancer aussi bien 
que dans le groupe précédent des sujets dits normaux, les 
résultats sérologiques n’ont pas été confirmés par les données 
cliniques. 

Le troisiéme groupe, groupe des cancéreux, a été divisé par 
nous en deux parties : une partie comprenant les cas de cancer 
du col et corps de l’utérus, l’autre partie comprenant le cancer 
du tube digestif et de Ja peau. 

Dans ce groupe les résultats different suivant les cas (graph. 3 
et tableau III) : 

Les cas 1 et 17 donnent une réaction type « cancéreux » : 


Minutes exprimant la vitesse de coagulation. 
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Dilutions des extraits. 


GRAPHIQUE 3. — Sujets atteints de cancer du col et du corps de lVutérus. 


, suc leucocytaire; ---—~ 


sre -, suc globulaire. 


Tasieau III. — Chiffres détaillés exprimant en minutes 
la vitesse de coagulation. 


NUMERO 
des. 


malades 


DILUTIONS DES EXTRAITS 
Suc leucocytaire 


89 | Pas de coagul tion. 


Pas de coagulation. 
Pas de coagulation. 
Pas de coagulation. 
Pas de coagulation. 
Pas de coagulation. 


311 40 | 45 | 85 | 88 [Pas de coagulation. 


Pas de coagulation. 


DILUTIONS DES EXTRAITS 
Suc érythrocytaire 


85 | 90 | Pas de coagulation. 
Pas de coagulation. 

60 | 66 | 77 |Pas de coagutation. 
90 |Pas de coagulation. 
Pas de coagulation. 
Pas de coagulation. 

Pas de coagulation. 

Pas de coagulation. 

Pas de coagulation. 

Pas de coagulation. 

Pas de coagulation. 

Pas de coagulation. 

Pas de coagulation. 
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ralentissement considérable du pouvoir coagulant du suc leuco- 
cytaire et accélération du pouvoir coagulant du suc globulaire. 
Cliniquement, en effet, il s’agit de femmes agées de quarante- 
neuf et soixante et un ans, présentant un cancer du col utérin, 
cancer bourgeonnant ulcéré au centre. Leur état général est 
trés mauvais. 

Le cas 2 montre un pouvoir coagulant du suc leucocytaire 
presque normal (léger retard dans le huitiéme tube seulement) 
et un pouvoir coagulant légeérement augmenté du suc globulaire 
(dans les deux premiers tubes seulement). Or, cliniquement il 
s’agit d’une femme de cinguante-deux ans atteinte d’un épithé- 
lioma du col utérin présentant autour de lorifice cervical une 
ulcération de la taille dune piéce de 1 franc. L’état général est 
trés mauvais, l’amaigrissement est considérable. 

Dans le cas 3, nous notons une accélération notable du pou- 
voir coagulant du suc globulaire, alors que le pouvoir coagulant 
du suc leucocytaire se montre parfaitement normal dans les 
huit tubes. Or, cliniquement il s’agit d’une femme dgée de 
cinquante-deux ans trés fatiguée, maigre, pale, teint jaune, 
ayant un épithélioma du col utérin creusé en son centre d’une 
vaste cavilé a parois grisatres sphécéliques non saignantes. 

Dans les cas 18 et 19, nous observons un ralentissement 
notable du pouvoir coagulant du suc leucocytaire, tandis que 
le pouvoir coagulant du suc globulaire n’est augmenté que dans 
le premier tube; des réactions de ce type ont été observées par 
M'e Mandeléeff chez des cancéreux dont |’état général était 
. satisfaisant. Or, cliniquement, il s’agit dans le cas 18 d’une 
femme de cinquante-neuf ans ayant un cancer utéro-vaginal 
avec extension pelvienne et un état général mauvais, et dans le 
cas 19, d’une femme de cinquante-sept ans ayant un épithélioma 
du col utérin au stade III (1) et un état général médiocre. 

Dans les cas 20, 30 et 37, nous voyons un ralentissement 


(1) Nous employons la notation internationale adoptée par le Congrés du 
cancer. 

Stade I. Cancer du col utérin seul, 

Stade II. Cancer du col, de l’isthme et envahissement des paramétres non 
en entier; utérus mobile. 

Stade If[. Cancer du col, de l'isthme et envahissement des paramétres (un 
ou deux) jusqu’au bassin; ulérus immobile. 

Stade IV, Fistules. 
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Minutes exprimant la vitesse de coagulation. 
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Dilutions des extraits. 


Grarnigur 4. — Sujets atteints de cancers du tube digestif et de la pea 
, suc leucocytaire; ——-—----, suc globulaire. 


TasLteau IV. — Chiffres détaillés exprimant en minutes 
la vitesse de coagulation. 


DILUTIONS DES EXTRAITS DILUTIONS DES EXTRAITS 


NUMERO ‘ 1 , 
Suc leucocytaire Suc globulaire 


des 


maledes 


37] 40} 64] Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
19 | 48 | 64 | 80] Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
145 | 46} 90 |Pas de coagulation.| 60| 79] Pas de coagulation. 
60] 79} Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
20 | 25] 30] 31] 84] 511 68 | 85 Pas de coagulation. 
30 | 42] 59} 84 | 90 |Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
29 | 46 | 60} 90] Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
24] 50] 60} 84] Pas de eoagulation, | 90 | Pas de coagulation. 
25 | 35 | 43 |Pas de coagulation. Pas de coagulation. 
34] 53 | Pas de coagulation. Pas de coagulation. 


33 Pas de coagulation. Pas de coagulation. 


308 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


considérable du pouvoir coagulant du suc leucocytaire, mais 
pas d’accélération du pouvoir coagulant du suc globulaire. Clini- 
quement, il s’agit dans le cas 20 d’une femme de quarante-huit 
ans ayant un épithélioma du type histologique intermédiaire 
du col utérin au stade III avec état général médiocre. Dans le 
cas 30, il s'agit d'une femme de trente-huit ans ayant un cancer 
du col utérin au stade I, cette malade avait été traitée six mois 
auparavant par le radium. Dans le cas 37, i] s'agit d'une femme 
de quarante-huit ans atteinte d’un épithélioma épidermique du 
col utérin, col gros présentant une vaste ulcération irréguliére 
creusant tout le col dont il ne reste qu'une mince couronne ; 
les parois de l’ulcération, gris verdatre, laissant écouler un 
liquide sanieux, grisatre, tres fétide. Etat général tres mauvais. 
Cette malade avait été trailée par Je radium. 

Dans les cas 31, 32, 33 et 39 nous n’observons aucune 
coagulation ni avec le suc leucocytaire, ni avec le suc érythro- 
cytuire. Une telle réaction serait d’aprés M'* Mandeléeff, 
dorigine hémophilique (indication verbale de l’auteur). Or, 
cliniquement, ces malades sont des cancéreux non hémophi- 
liques : 


Cas. 31.— Femme de cinquante et un ans présentant un épithélioma du 
col utérin au stade III. Malade traitée par le radium. 


Cas 33. — Femme de soixante-neuf ans, présentant un épithélioma du col 
utérin dépassant le stade II. 


Cas 39. — Femme de trente-neuf ans ayant un épithélioma du col utérin 
au stade II. 


Dans ce groupe concernant les sujets atleints de cancers du 
tube digestif et de la peau (graph. 4 et tableau IV), nous 
n’observons que 2 cas présentant une réaction s’approchant de 
celle du type « cancéreux ». Ce sont les cas 23 et 28 marqués 
par un ralentissement considérable du pouvoir coagulant du suc 
leucocytaire et une légére accélération du pouvoir coagulant 
du suc globulaire. Cliniquement, dans le cas 23, il s’agit d’un 
homme de cinquante et un ans ayant un néoplasme du pylore. 
Une intervention exploratrice a montré que ce néoplasme était 
inextirpable; l’état général du malade était aussi tres mauvais: 
dans le cas 28, il s’agit d'un jeune homme de vingt-trois ans, 
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porteur d’un épithélioma infiltrant a la face interne de la cuisse 
développé sur un lupus. 

En examinant Jes cas 21, 22, 25, 26, 27 et 29, nous voyons 
dans tous ces cas une réaction dissociée : ralentissement du 
pouvoir coagulant du suc leucocytaire, comme on le verrait 
chez les cancéreux, tandis que le pouvoir coagulant du suc 
globulaire est nul comme on le verrait chez les non-cancéreux. 
Or, cliniquement ces cas se présentent comme suit : 


Cas 22. — Homme de soixante-douze ans. Cancer de la langue, infiltrant 
largement l’organe. Ulcération creusante a fond sphacélique de la face infé- 
rieure de la langue et du plancher de la bouche. 


Cas 24. — Homme de cinquante-neuf ans. Tumeur végétante et ulcérée du 
plancher de la bouche, envahissant la gencive jusqu’au rebord alvéolaire. 


Cas 25. — Femme de soixante-huit ans. Néoplasme de l’estomac. Malade 
fatiguée, pale, maigre. 


Cas 26. — Homme de soixante et un ans. Néoplasme de l’estomac, inextir- 
pable, constatation faite aprés une intervention exploratrice. Etat général 
trés mauvais. 


Cas 27. — Homme de soixante-huit ans. Epithélioma du maxillaire inférieur 
et du bord alvéolaire droit. 


Cas 29. — Femme de quarante-cing ans. Epithélioma malpighien spino-cel- 
lulaire du rectum. 


Nous mettons a part les cas 24, 36 et 38, car dans ces cas le 
pouvoir coagulant des sucs leucocytaire et érythrocytaire est 
presque nul. Ces cas seraient considérés par M'* Mandéelef 
comme étant d’origine hémophilique. Or, cliniquement, il 
s'agit de sujets non-hémolytiques, porteurs de tumeurs mali- 
genes. 


Cas 24. — Homme de soixante-quatre ans. Néoplasme du colon pelvien 
inopérable; état général médiocre. 


Cas 36. — Femme de quarante-deux ans. Sarcome des parties molles de 
la région dorsale. Cette malade a été traitée sept mois auparavant par les 


rayons X. 


Cas 38. — Femme de soixante-sept ans. Tumeur naso-palpétrale infil- 
trante indurée avec adénopathie; histologiquement: épithélioma épider- 
mique. 
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En résumé : sur 24 cas de susets cancéreux (cancer reconnu 
cliniquement et histologiquement) nous n’avons trouvé que 
cing fois la réaction type décrite par M' Mendeléef; dans tous 
les autres vas, nous avons observé des réactions dissociées et 
alypiques. 

Chez des non-cancéreux (normaux ou atteints d’autres 
maladies que le cancer, 16 cas) nous n’avons pas retrouvé les 
temps de coagulation donné par M'*® Mendeléeff comme carac- 
téristiques des états non-cancéreux. 

Les résultats que nous avons obtenus, tant dans les états 
cancéreux que dans les états non-cancéreux ne nous permettent 
pas de conclure que cette nouvelle réaction puisse servir de 
base au diagnostic du cancer (1). 


(4) Mle Mendeléeff vient de nous informer qu'elle a modifié sensiblement 
sa méthode, en simplifiant la préparation des extraits et en introduisant 
beaucoup de controles. 


4 


RECHERCHES SUR LES AFFINITES TROPHIQUES 
DES ANOPHELES D’INDOCHINE 


(PREMIERE NOTE) 


ANOPHELES HYRCANUS VAR. SINENSI/S 
Par H. GASCHEN et J. RAYNAL. 


(Institut Pasteur de Hanoi, service antipaludique.) 


Cette premiére note fait partie d’un travail d’ensemble sur 
les affinités trophiques des Anophéles de I’Indochine Nord en 
relation avec leur armement maxillaire; ce travail est basé, 
pour la détermination du sang ingéré par le moustique, sur la 
réaction des précipitines dont nous avons précédemment donné 
les résultats d’ensemble (1) : 

Le nombre considérable d’insectes capturés (4-5.000 mous- 
tiques) nous permet, pour quelques espéces, d’apporter, avec 
nos résultats, une modeste contribution aux études pour- 
suivies en Europe par le professeur E. Roubaud sur le zoophi- 
lisme et ses rapports avec l’indice maxillaire. Cette note ne 
concernera que Anopheles sinensis dont plus de 1.000 exem- 
plaires ont été étudiés. 

Déja, en 1933, Roubaud, Toumanoff et Gaschen (2 et 3) 
étudiant le matériel accumulé par l’un d’eux au Tonkin ont 
montré l’intérét que présente l'étude des armements maxillaires 
d’une faune aussi complexe que celle qui existe en Indochine. 
Dans ce travail, six espéces ont été étudiées; deux multi- 
dentées (A. sinensis et A. vagus); quatre paucidentées (A. 
minimus, A. aconitus, A. jeyporiensis et A. maculatus). Tandis 


(1) J. Raynat et H. Gascaugn, Méthode des précipitimes appliquée aux Ano- 
phéles. Résultats en Indochine Nord. Bull. Soc. Path. Ezot., 1935. 

(2) E. Rousaup, C. Toumanore et H. Gascuen, Les données de l’indice maxil- 
laire rapportées au role infectant des anophéles de I’'Indochine septentrio- 
nale. Bull. Soc. Pat. Exot., 26, n° 2, 1933. 

(3) V. aussi : C. Toumanorr, Etude de l'indice maxillaire de Roubaud en 
tant que méthode, etc. Trans. Ninth, Congress, F. &. A. T. M., Nanking, 2, 
1934, p, 37-54. 
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que les deux premiéres ne jouent qu’un role négligeable dans 
la transmission du paludisme en Indochine, les quatre autres 
sont des vecteurs importants de cette affection. Le professeur 
Roubaud concluait que « les données exprimées par l'étude de 
l'indice maxillaire sont peut-étre plus importantes parfois que 
celles fournies par I’étude des indices d’infection anophélienne. 
Tout dépend de la continuité des rapports de cette espéce avec 
Thomme ». 


MérHobDE DE TRAVAIL. 


Chaque insecte, dont la nature du contenu stomacal a été 
identifiée, a eu son indice maxillaire déterminé parallélement. 
Cet indice peut étre calculé de deux fagons : 1° la moyenne 
de chaque paire de maxilles, puis la moyenne du total des 


paires. 
U(d, + dy) 
2 


5 = indice maxillaire moyen. , 


d,: nombre de dents du premier maxille ; 
d, : nombre de dents du deuxiéme maxille; 
n : nombre de paires. 


2° La moyenne obtenue en divisant le nombre total de dents 
dénombrées par le total des maxilles. 


= indice maxillaire moyen 


z| 


Xd: somme du nombre de dents; 
N : nombre total de maxilles. 


Nous nous sommes adressés uniquement a la premiére pour 
deux raisons. 

a) « Cette fagon est plus correcte, dit le professeur Roubaud, 
parce qu’elle fait mieux ressortir la puissance réelle d’attaque 
offerte par les organes maxillaires de chaque individu. » 

6) Les calculs effectués précédemment par l’un de nous, 
nous ont montré qu'il n’y a pas de différence importante sui- 
vant l’un ou l’autre de ces deux procédés (1). 


(1) La différence s'efface évidemment complétement si l’on n’utilise que les 
paires complétes et qu'on laisse résolument de coté celles ot l'un des 
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Etude d’ensemble de Vindex maxillaire chez A. sinens/s. 


Il est intéressant de comparer la valeur de l’indice maxillaire 
trouvé par les examens effectués en 1931 et 1932 (Roubaud, 
Toumanoff et Gaschen, 1933) avec celle obtenue actuellement 
par l'étude des A. sinensis capturés au cours de 1934. 


ANNERS A. sinensis INDICE 
examinés maxillaire 

NOE VIE ute Ne See & Ie hee eat a Sek Re ch 286 i ayaa lof 

AOS AARRIaS Sreete dey Ect, Byers 1st coor crm 's 4.096 15,14 


Ainsi, 4 deux ans d’intervalle, avec un nombre quadruple 
d’examens, nous retrouvons pratiquement les mémes valeurs. 
Ce fait a 6té depuis longtemps démontré et le professeur Rou- 
baud a insisté plusieurs fois sur la remarquable stabilité, tant 
en Vendée qu’ailleurs, de l’indice maxillaire pour une espéce 
donnée. 

Lindice maxillaire de 15.44, obtenu pour A. sinensis, en 
fait donc une espéce multidentée; son armement correspond 
a un type d’anophéle nettement zoophile. 

Un graphique des pourcentages obtenus (graphique I) 
montre la répartition des indices suivants qu’ils sont infé- 
rieurs, 6gaux ou supérieurs a 14 dents. 

Dans l’ensemble, nous trouvons que plus de 92 p. 100 des 
A. sinensis étudiés possédent 14 ou plus de 14 dents; 8 p. 100 
seulement possédent moins de 14 dents. 

Il ne semble pas qu’il y ait une anthropophilie plus marquée 
des A. sinensis ayant un nombre de dents inférieur @ 14 : en 
ce qui concerne les exemplaires de cette catégorie capturés 
dans les habitations, le pourcentage des femelles gorgées sur 
l'homme (12.9) est & peu prés identique & celui des femelles 
gorgées sur les animaux (9.8) [graphique I). 

Il ne saurait donc étre question de tropisme particulier vis-a- 
vis de l'homme des A. sinensis paucidentés. 


maxilles a subi un accident qui a empéché de compter le nombre de dents, 
accident rare du reste avec des préparateurs habiles. Sur 1.000 dissections, 
nous n’avons eu a éliminer pour cette raison que 25 mousliques. 


314 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


D’ailleurs, la zoophilie d’A. sinensis ressort nettement des 
résultats généraux obtenus par la méthode des précipitines et 
transposés dans le graphique II. 

Ce graphique nous montre aussi que, méme dans les habi- 
tations, les femelles gorgées du sang humain ne représentent 
que 8,8 p. 100 du total de A. sznensis gorgés et caplurés. Le 
pourcentage de celles gorgées sur les animaux qui est de 
86 p. 100 dans les étables, tombe a 69,7 p. 100 dans les habita~ 
tions; mais ici la proportion du sang indéterminé est beaucoup 
plus forte que dans les étables (1). 

On peut en déduire que les affinités de cette espece anophé- 
lienne, prise dans son ensemble, sont nettement dirigées vers 
les animaux; A. sznensis n’est pas attiré par |’homme et n’est 
dévvé vers lui que si l’animal vient 4 manquer ou que les condi- 
tions extérieures l’obligent & un stationnement prolongé dans 
les habitations humaines. La démonstration rigoureuse de ces 
fails ne peut se faire que par l’étude de cas parliculiers ot le 
plus grand nombre de facteurs peuvent étre réunis. 

Les résultats pris im globo nous permettent seulement 
daffirmer : que « A. sinensis » est zoophile en Indochine septen- 
trionaie. 


Etudes locales de V’indice maxillaire chez A. sinensis. 


Liindice maxillaire global de A. sznensis étant déterminé, 
quel est maintenant l’indice maxillaire de cet anophéle dans 
les diverses localités étudiées? Dans*l’ensemble A. sinensis 
parait étre doué d'une zoophilie telle que sa nutrition sur 
Yhomme n’est que la résultante de divers facteurs en somme 
accidentels et anormaux, trop inconstants pour modifier 
Varmement maxillaire. Y a-t-il localement relation entre les 
affinités trophiques et l’indice maxillaire de cet anophéle? 

Le graphique III donne pour 8 localités différentes les 


(1) Ces résultats négatifs s’expliquent pour une part, parce que les 
recherches n’ont pas été faites vis-a-vis du sang de toutes les espéces ani- 
males qui peuvent fréquenter les habitations; mais dans un grand nombre 
de cas aussi le contenu stomacal était du sang en tout ou en partie digéré 
qui ne réagissait pas vis-a-vis des sérums utilisés. 
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Grapuigue I, — Répartition générale des A. sinensis 
suivant l'indice maxillaire. 


Anophéles gorges 
de sang de Nis | 
|% 
H b Habit 8.8 
Shag Mnakee Etables 2.3 
Homme Habit. 3.3 
ef animaux Etables 56 
ras Habit. 69.7 
ania aes Etables 86.7 
Nature Habif 199 
indéterminée Etables 63 
GrapuiquE II]. — Répartition générale des A. sinensis 
suivant leurs affinités trophiques. 
Nom-|Indice Amplifude 
Wacaltcs mex Insecles gorgés Insecles gorges i 
men |moyen sur homme sur animaux 
10 1 12 13 14 15 16 17 18 (9 20] 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
Hanoi Sis ty YR Te Siete es ok ae ee a 
Hai-Duong | 154 |15.16 : , ’ eS 
Nha-Than | 90 |15.42 ; ne 
Van-Ly 142 |15.20 : : ll oa aEeeTEe 
Than-Binh | 156 15.28 Pad) bp 
Cho-Ganh | 208 | 14.96 i ‘ op ee : 
Phu-Ho 190 |14 76 : : Te ate ae 
Yunnanfou 57 115.56 | i| 


Graparque If]. — Indice maxillaire de A. sinensis au Tonkin. 


Valeur comparée dans 8 localités. 
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valeurs des indices maxillaires locaux et l’amplitude de varia- 
tion de ces indices suivant la nature du sang ingéré. 

Qn voit nettement que Jes indices maxillaires moyens 
oscillent autour de 15. Nulle part on ne rencontre de valeurs 
aberrantes faibles ou élevées, comme c’est le cas en Europe 
pour A. maculipennis, qui trahissent une accoutumance cons- 
tante vis-a-vis de l’‘homme ou des animaux. 

D'autre part, les A. sinensis qui exploitent les animaux 
forment un groupe dans lequel l’indice maxillaire varie dans 
de fortes proportions (12 & 20 dents). Cette diversité révéle bien 
l’acharnement de cette espéce sur les animaux, les individus 
paucidentés se contentant, ainsi que nous l’avons souvent 
constaté, de perforer la peau dans les régions ow elle est la plus 
fine (abdomen et périnée) ainsi que de s attaquer aux muqueuses 
des yeux ou des naseaux des bovidés. 


L’examen détaillé des conditions offertes au moustique dans 
les diverses localités étudiées, peut nous permettre de com- 
prendre quels facteurs interviennent dans sa biologie et son 
alimentation. 

C’est ce que nous allons essayer de faire en passant en 
revue les localités citées au graphique III. 

Hanoi. — Paludisme pratiquement nul. 

Les anophéles gorgés ont été capturés dans les écuries d’une 
caserne d’artillerie. 

49 femelles gorgées et disséquées se répartissent en ; 


Gorgées=surrchéval. «1.4.50 Sept tase ee ea pee 4A 
Gorgées*sur buifle tr". 2 ae a eee ee ee 4 
Gergees: SURIPOLC>. |. b. lathe ogee are) eee een ee ee 4 
Gorgéeside’ sanguindétermine= ss. amas tee 6 


Malgré la présence sur place d’une nombreuse population 
humaine, aucun moustique n’a élé trouvé gorgé de sang 
humain. La stabulation parfaite des équidés qui existe dans 
lenceinte d’une garnison urbaine assure a l’anophéle une quié- 
tude pleine et le libre déterminisme de ses affinités trophiques. 
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Haiduong. — Ce centre est une grosse agglomération urbaine; 
les quartiers périphériques sont constitués par de nombreuses 
paillotes serrées les unes contre les autres; adjacente a l’habi- 
tation humaine se trouve l'étable (murs en torchis, toits de 
paillotes) avec 1 ou 2 buffles au plus; porcs et chiens vivent en 
une promiscuité complete avec ’homme. 

Nous avons choisi un quartier périphérique (quartier de 
Vhépital et de la gare) qui réalisait ces conditions et nous 
avons obtenu les résultats suivants : 

1° Parmi les femelles d’A. sinensis gorgées et capturées dans 
les habitations (104 individus), 10 p. 100 seulement ont piqué 
l'homme; dans un cas l’estomac contenait un mélange de sang 
d’homme et de buffle. 

Le pore parait particuliérement recherché par le moustique 
puisque les précipitines ont identifié son sang dans plus de 
35 p. 100 des cas; 

2° Pour ce qui concerne les anophéles capturés dans les 
étables plus de 82 p. 100 se sont gorgés de sang de buffle; 
Vhomme n’a fourni ancun tribut; le chien a été exploilé dans 
environ 7 p. 100 des cas; les associations sont constituées par : 


Buffle-mouton 
Buffle-chien. 


Dans ce quarlier, le paludisme sévit, certaines années, sous 
forme de bouffées épidémiques estivales et malgré de nom- 
breuses captures, aucun agent transmetteur n’a pu étre décelé 
jusqu’a présent. A. senensis que l'on rencontre si uniformément 
dans tout le delta ne parait pas jouer ici un réle plus important 
dans la transmission du paludisme que dans les autres loca- 
lités deltaiques ot cette endémie est pratiquement inexistante. 
Son étroite promiscuité avec l'homme dans l’agglomération 
urbaine ne l’empéche pourtant pas de rechercher les animaux 
dans une proportion qui peut étre estiinée a 90 p. 100. 

Une pullulation particulitrement intense de cette espéce 
pourrait p2ut-étre augmenter le nombre d’insectes gorgés sur 
homme et favoriser les chances d'infection, mais celte éven- 
tualité n’a pas été observée. Aucune prospection n’a décelé 
une pullulation telle d’A. sznenszs qui ett obligé cette espece 

Annales de UInstitut Pasteur, t. 57, n® 3, 1936. 92 
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a délaisser par concurrence vitale ses habitudes zoophiles. 

Van-Ly. — Wa aussi l’attraction vers le buffle joue dans de 
fortes proportions. Sur 142 anophéles examinés, 6 seulement 
étaient gorgés sur l'homme, 92 sur le buffle. Les réactions 
mixtes dennent les résultats suivants : dans 17 cas groupés 
sous la rubrique « Homme, Animaux » nous avons : 


Homme; DUtle;ApOrccems, yrercetet yn qavteeyste Alvan e-Ues tne. 2 fois. 
Homme sbceul in. .cays Aspe eee one ie 2 fois. 


et dans 9 cas groupés : « Association d’animaux ». 


Buttle boul) - wlbete cae) Sein ok ene nk Te we wea 1 fois. 
Bulle? POMC ce tea se eee eee es eek ee eee rr 7 fois. 
Porc, Ghiens ms cpa ee ete ee ote ee 4 fois. 


Dans cette localité, pour environ 2.000 habitants, nous trou- 
vons une quarantaine de buffles, 4 boeufs et de nombreux porcs. 
La population humaine domine donc nettement; l'indigéne vit 
de la péche, du travail dans les marais salants. L’agricul- 
ture et l’élevage y sont peu développés. Malgré ces conditions 
défavorables, les A. sinensis gorgés de sang de buffle sont 
encore dans la proportion de 59,2 p. 100 (sur 27 captures 
dans les habitations) et de 69,9 p. 100 (sur 45 captures dans 
les étables). 

Dans cette région cétiére, ’endémie palustre présente une 
morbidité considérablement plus forte que dans les aggloméra- 
tions de l’intérieur du Delta. Les tanx d’index spléniques et 
hématologiques ayant atteint certaines années jusqu’a 35 p. 100 
pour le premier et 70 p. 100 pour le second (1) témoignent 
ainsi de l’activilé d’uu agent vecteur encore indéterminé, mais 
il semble que pour les raisons données précédemment pour 
Haiduong, le rdle transmetteur possible d’A. stnensis soit pré- 
caire surtout si on compare ses aptitudes trophiques avec celles 
d’une autre espéce anophélienne abondamment représentée 
dans la région : A. subpictus. 


(1) Il semble que, comme a Haiduong, le paludisme sévisse de maniére 
inconstante, suivant les années, et qu’il prenne une allure épidémique a la 
la saison estivale. Les chiffres donnés se rapportent a l’année 4934. Ils sont 
en décroissance depuis, else maintiennent en 1934 entre 10 et 20 p. 100. 
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Than-Binh est un hameau d’une demi-douzaine de cai-nhas 
abritant une trentaine de personnes et un cheptel peu nom- 
breux composé de buffles, de beufs, de porcs et d’animaux 
domestiques (poules, chiens, etc.); il est appuyé a une colline 
et entouré de riziéres, dans une région qui correspond a peu 
présau début du site ILL de Toumanoff. Aucune autre agglo- 
mération ou maison isolée n’existe dans un périmétre de 
1.000 métres. 

Dans chaque habitation, les batiments occupent les trois 
cotés d’un carré dont le milieu forme la cour, le quatritme 
cété étant constitué par une haie de bambous limitant les 
mares voisines; les gites anophéliens sont constitués par ces 
mares et par des ruisselets d’eau claire alimentant les riziéres. 
Le paludisme y est endémique dans la proportion de 30 a 
40 p. 100 (index spléniques). 

Les étables sont construites, sur le méme type que les habi- 
tations; les murs sont en torchis, les toits en paille. Les 
femelles d’anophéles ont donc & leur disposition une popula- 
tion d’animaux a sang chaud nettement définie et stable. Les 
captures dans les maisons sont peu fructueuses : 17 femelles 
seulement contre 139 dans les étables. Le sang du buffle est 
de nouveau le principal aliment des A. sznenszs. (Dans plus de 
80 p. 100 des cas, seul ou mélangé 4 du sang d'autres espéces 
animales.) Les poules sont aussi exploitées par eux dans une 
proportion importante (5 femelles sur 17 gorgées dans les 
habitations). Chez 76 anophéles provenant des étables, le sang 
de pore a été identifié treize fois. 

En résumé, dans cette localité uniquement agricole, 4 p. 100 
& peine des femelles gorgées l’ont été sur ’homme; 14 p. 100 
des anophéles ont montré du sang d’homme et d’animaux 
associés, 82 p. 100 s’étaient gorgés sur Jes animaux. 

Phu-Hé. — Ce centre est une station d’agriculture a 8 kilo- 
métres de Phu-Tho en pleine Moyenne-Région (site II). La 
population et le cheptel sont connus a !’unité prés. Cela permet 
d’étudier avec beaucoup de précision le comportement des 
anophéles vis-a-vis de leurs hotes. 

Population humaine de 53 personnes constituant un groupe 
bien défini et isolé. Les individus sur lesquels les anophéles 
peuvent venir se gorger sont représentés par : 
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S3 OMMES) — 4 uystes ae on since aa conta rae 25 p. 100 
95 HOVIMES .. vals ccucuien Fe eck canola oat Sse ROR EL OU 45 _— 
49 Whuffles!.45 i AO Aa ee NE A oe ere oe 9 _ 
SS: MOULTOMS & eis Tae sea sieol te walde tq eteeeteiem Omron 47 — 
dt) CHEVEETA SUS oS aeate | Ano. hae ee ee) aan 0,5 — 
TCHEVAUX a, & hyn Pde sides Bees Rca pen mas 3 —_— 


Des chiens, chats, poules, canards sont aussi présents dans cette 
agglomération. Les habitations sont en briques. Les habitants 
utilisent soit des moustiquaires individuelles, soit des grillages 
métalliques. Les étables en briques également ont des murs 
de 1™20 environ avec un large espace entre leur bord supérieur 
et le toit, assurant ainsi une forte aération que complétent 
encore les ouvertures sans portes qui tiennent lieu d’entrées. 

Dans ce type d’étable, le moustique est fréquemment 
dérangé (courants d’air, mouvements du bétail, travaux des 
métayers) : aussi, la proportion des femelles gorgées sur plu- 
sieurs animaux est plus forte. Pour les mémes raisons, le 
moustique ne tiendra pas & y séjourner Jongtemps : beaucoup 
d’insectes ayant piqué dans les étables vont se réfugier ensuite 
dans les coins obscurs des habitations voisines (les cheminées 
de chambre sont parfois des gites de repos ot Ja chasse est 
fructueuse). 

Sur 40 moustiques trouvés dans les maisons, 33 se sont 
gorgés sur les buffles ou les boeufs, 2sur!l’homme, 4 sur le porc ; 


Dans les étables, sur 148, 54 seulement ont réussi a se 
gorger entiérement sur un seul animal (buffle ou beeuf); 
89 ont recouru & plusieurs hétes (dont presque toujours le 
buffle : 87 cas), 2 ont piqué homme, 2 ont un mélange de 
sangs d’homme, de buffle et de beeuf. 

En résumé, malgré la faible proportion de buffles (19 sur un 
total de 127 animaux), ceux-ci représentent un facteur impor- 
tant de l’alimentation des anophéles que l’on peut démontrer 
en comparant l’importance relative de chaque espéce animale 
et la répartition des piqires suivant ces mémes espéces. Les 
buffles ne représentent que 10 p. 100 de la population & sang 
chaud, et pourtant ils comptent & eux seuls 53 p. 100 du total 
des piqtres. 

La transmission d’un paludisme assez actif (index splénique 
et hématologique de 20 a 30 p. 100) doit étre mise sur le 
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compte d’espéces anophéliennes bien connues pour leur infec- 
tion naturelle dans cette région (A. jeyporiensis, A. minimus 
et A. aconitus). Aucune raison ne permet de suspecter a ce 
sujet A. senensis. 

Cho-Ganh, — Le centre agricole de Cho-Ganh & 15. kilo- 
métres de Ninh-Binh (province méridionale du Tonkin) est 
aussi une excellente station pour I’étude des affinités tro- 
phiques des anophéles. La population humaine et le cheptel 
peuvent étre facilement dénombrés. Le bhétail est abrité dans 
des étables solidement construites ow les batiments forment un 
carré avec grande cour intérieure de 25 métres de cété. Tandis 
que le mur extérieur ferme complétement I’étable, le mur 
intérieur n’alteint que 1"20 environ et laisse un espace entre 
son bord supérieur et le toit. Les métayers et leurs familles 
habitent au-dessus des étables dans des locaux imparfaitement 
séparés de celles-ci. 

Dans |’étable & moutons, les gardiens (en tout 8 personnes) 
habitent sur une plate-forme grossiérement constituée, qu’au- 
cune paroi ne sépare du reste du local. 

Dans les deux cas, surtout dans Je second, le moustique peut 
sans doute librement choisir l’aliment qui lui convient le 
mieux et se réfugier ensuite dans des endroits tranquilles. 

D’ailleurs, dans l’étable & moutons, bien que les hommes 
représentent 7,7 p. 100 de la population 4 sang chaud, ils par- 
ticipent seulement dans une lIrés faible proportion a l’alimen- 
tation des anophéles capturés (2,3 p. 100). Les moutons 
forment le solde des individus a sang chaud, soit 92,7 p. 100, 
mais leur sang n’a été décelé que chez 38 p. 100 de A. senensis. 
Par contre, le sang des buffles et beeufs qui sont parqués dans 
les grandes étables déji décrites, 4 30 métres de celle des 
moutons, est retrouvé cinquante fois sur 100. 

Ce dernier fait trouve son explication dans les différences des 
abris : l’étable & moutons est bien fermée; murs percés de 
fenétres, porte en bois. Elle est done un abri beaucoup plus 
stir que les étables & bovidés largement aérées, 4 parois incom- 
pletes; ces dispositions semblent provoquer une migration des 
femelles gorgées; nous en avons eu déj& un exemple pour les 
étables situées & proximilté des habitations & Phu-H6, ot vont 
se réfugier les moustiques, leur repas sur le bétail terminé. 
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Les 90 personnes habitant sur la concession représentent elo- 
balement 8,6 p. 100 des étres vivants & sang chaud et pourtant 
elles n'ont été piquées que dans la proportion de 1,4 p. 100. 
Les beufs, malgré leur grand nombre (80,2 p. 100), fournissent 
49,3 p. 100 des piqtres; buffles et moutons donnent une propor- 
tion de piqtires plus forte malgré leur nombre relatif plus faible. 
Buffles 4,3 p. 100 du total des étres vivants 4 sang chaud; 14,2 p. 100 des 

piqures. 


Moutons 0,2 p. 100 du total des étres vivants & sang chaud; 18,9 p. 100 des 
piqures. 


Ces résultats sont, pour les buffles, identiques a ceux déja 
obtenus dans les autres localités. 

La présence & Cho-Ganh d’espéces vectrices et trouvées natu- 
rellement infectées (A. minimus, A. jevporiensis, A. aconitus) 
explique 1a encore le degré d’endémie palustre élevé de cette 
concession (40 &50 p. 100 environ). D’ailleurs, A. stnensis n’y 
ajamais été trouvé infecté. : 

Yunnanfou. — Les quelques recherches que nous avons eu 
Yoccasion de faire & Yunnanfou offrent un intérét particulier a 
cause de la situation nettement définie du gite anophélien que 
nous avons exploré. 

57 anophéles ont été capturés dans les étables de « mafous » (1) 
et dans les caravansérails prés de la Grande Porte de I’Kst. Il 
s’agit 14 de constructions en planches 4 un étage; le local infé- 
rieur est occupé par les mulets et les chevaux des caravanes au 
repos. La partie supérieure directement sous le toit sert de loge- 
ments aux conducteurs. Cet étage n’est en somme qu'une plate- 
forme que 1]’on atteint de l’écurie par une échelle. Les captures 
n ont été fructueuses que dans cette partie; les réactions des pré- 
cipitines ont donné les résultats suivants : 


Sangide, chevalots ent je on, Here tome eo eie ne 31. p. 100 
Sang, de mMouutons Frost ore ahha omer ars acer eee de 43,8 — 
Sang déibuiifie we. thir, By ey alse Fee ae 17,2 — 
Saneg.de: boul Ms aiecrcesyls dpa ten uc one 4,8 — 


Sang de buffle-boeuf. 
Indéterminé 


ei folie, Yo ey fe: cat atemtie” Bako: hel, [elhenl (on Vets on colmmelestop aie) 


(1) Caravanier, muletier, conducteur de cheval de bat : seul 
transport dans ce pays. 

(2) Dans le cas de Yunnanfou, on ne peut donner aux réactions négatives 
obtenues la raison d’un contenu stomacal noiratre déja digéré, car les ano- 


moyen de 
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Nous n’avons évidemment pas pu faire pour cet endroit le 
décompte exact de Ja population et du bétail. Toutefois, la 
situation de ces caravansérails en pleine agglomération faubou- 
rienne implique une prédominance considérable de |’élément 
humain. Le bétail domestique est formé d’unités réparties 
dans les diverses maisons on en instance de transactions com- 
merciales, les animaux sauvages sont représentés par les 
oiseaux de proie et les reptiles qu’attirent les innombrables 
débris qui remplissent les fossés entourant les murailles d'une 
ville chinoise. (Cela explique peut-étre ia grande proportion de 
sang dont nous n’avons pu déceler l’origine.) Autres fails mis 
en évidence : l’absence d’anophéles gorgés sur ’homme; la 
proportion (36 p. 100) d’insectes gorgés sur les bovidés alors 
que ceux-ci étaient totalement absents dans les gites de cap- 
tures; le seul animal présent, le cheval n’a fourni que 21 p. 100 
de réactions positives. 

La encore nous avons confirmation du tropisme accentué 
d’Anopheles sinensis pour les bovidés et spécialement pour les 
buffles. 

A Yunnanfou lendémie palustre est trés faible, et ses quel- 
ques foyers extérieurs a la ville et disséminés, semblent corres- 
pondre, d’aprés nos études préliminaires, 4 la présence d’A. ca/2- 
cifacies, trouvés infectés au Yunnan. A. sinensis ne semble 
donc, pas plus qu’au Tonkin, pouvoir étre incriminés dans la 
transmission palustre. 


Conclusions. 


14° Comme cela a été démontré, l'armement d’A. sinenszs est 
d’un type exploitant surtout les espéces animales. 

L’indice maxillaire de A. sinensis est stable au Tonkin, 
puisqu’a deux ans d’intervalle nous retrouvons pratiquement 
les mémes valeurs (1932: I. max. 15.17; 1934 : I. max. 15.14). 

Les indices maxillaires moyens conservent partout (du delta 
tonkinois aux Hauts Plateaux du Yunnan) des valeurs supé- 


rieures a 14,5. 


phéles capturés étaient lous gorgés de sang rouge récemment absorbé. Il 
s'agit bien du sang d’espéces animales indéterminées en dehors de la gamme 


des sérums ulilisés. 
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2° Les A. sinensis disséqués ont été répartis du point de vue 
de Vindice maxillaire de la facon suivante : 


WitopitcpokeVA GIN, Sqeuid os a 0 oo © geet anc 8,3 p. 100 
Bimal pasted nts ie ecg s) vgley ais eo ee ae ee 40,7 — 
J OF UKs Ce Wi Vora epee oe idl Sil Gi. desiauid awk x5 wah owe 81,4 — 


Les A. sinensis possedent moins de 14 dents, ne paraissent 
pas spécialement anthropophiles. 

Méme dans les habitations les femelles gorgées de sang 
humain ne représentent que 8,8 p. 100 du total des captures 
qui y ont été faites. 

L’amplitude considérable des indices maxillaires de A. sinensts 
gorgés sur animaux témoigne d’une généralisation & toute 
l'espéce des affinités zoophiles, 

3° L’étude détaillée de quelques centres permet de mettre en 
évidence les facteurs qui jouent un réle dans les habitudes 
hémophagiques de ces moustiques, et de constater que la 
nutrition d’A. senensis est fonction des espéces animales pré- 
sentes dans le rayon d’action de cet anophéle : 

a) Dans certaines agglomérations (Hanoi, Yunnanfou), le 
cheval parait servir d’appat dans une plus ou moins forte pro- 
portion. 

6) Dans les agglomérations suburbaines (Haiduong), les pores 
fréquemment élevés par les habitants alimentent un fort pour- 
centage d’anophéles. 

c) Dans les agglomérations rurales et les concessions, ce sont 
surtout les beeufs et les bufftes qui les attirent, La présence 
d'un grand nombre de bovidés assure une déviation zoophile & 
& peu prés complete d’A. sénensis qui semble rechercher plus 
souvent le buffle que le beuf. 

4° Dans les régions envisagées, les données épidémiologiques 
connues semblent dénier & l'espéce A. sinensis, un role actif 
dans la transmission du paludisme. 

Indice maxillaire, résultat des précipilines, absence dh poten- 
tiel infectieux se complétent donc pour affirmer en Indochine 
Nord tes aptitudes essentiellement zoophiles d’A. sinensis. 


L’HEX ACHLORETHANE 
DANS LA LUTTE CONTRE LES MOUSTIQUES 


par Raout M. MAY. 


INTRODUCTION. 


Si Yon fait une étude bibliographique d’ensemble sur la 
lutte chimique contre les moustiques, on conslate que, jus- 
qu ici, la lutte contre les larves et nymphes de ces insectes a 
revétu trois formes principales. 

La premiére consiste & intoxiquer et suffoquer les larves et 
nymphes au moyen d’huiles diverses qui agissent surtout par 
voie du systéme respiratoire. 

La deuxiéme est basée sur ingestion par les larves de sub- 
stances toxiques, notamment le trioxyméthyléne et Je vert de 
Paris. 

La troisiéme est la dissolution dans l’eau de substances 
telles que du CS,, de liode, etc., qui ne sont pas supportées 
par les larves et nymphes et les détruisent. 

Chacune de ces méthodes a ses inconvénients. Les huiles 
souillent l’eau et la rendent impropre & beaucoup d’usages, 
entre autres pour l’arrosage des légumes. Les organismes qui 
se trouvent dans l'eau ‘traitée, et notamment les poissons, 
peuvent étre détruits. L’huile ne pénétre pas bien dans les 
agelomérats d’herbes et d’algues. Enfin les femelles moustiques 
pondeuses sont écartées et incitées & rechercher des gites de 
ponte nouveaux souvent inaccessibles. 

L’emploi des poudres larvicides arsenicales présente un cer- 
tain danger d’empoisonnement pour ‘homme et les animaux. 
Le trioxyméthyléne et les produits similaires sont assez cot- 
teux. D’autre part le simple poudrage n'est utile que contre 
les larves d’Anophéles, qui mangent en surface; seul le bras- 
sage en profondeur détruit les larves des Culex et des ddes- 
Stegomya. Les nymphes ne sont pas tuées. 

La dissolution de substances toxiques dans l'eau est toujours 
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trds cotiteuse car toute la masse d’eau doit en contenir. lly a 
de plus un certain danger d'intoxication des animaux ou de 
Yhomme qui boit de l’eau ainsi traitée, ainsi que pour les 
formes animales et végétales qui y vivent. 

Nous avons done cherché un produit qui réunirait les avan- 
tages des huiles avec ceux des poudres larvicides, qui serait 
applicable dans des conditions trés variées, qui pourrait étre 
mis entre des mains peu expérimentées, et dont le prix de 
revient ne serait pas excessif. 

Afin de découvrir une substance particulitrement toxique 
pour les moustiques, nous avons commencé notre expérimen- 
tation en essayant l’effet de diverses substances sur les formes 
adultes. Il est inutile de passer en revue celles qui ne nous ont 
donné que des résultats négatifs ou partiellement positifs. Il 
suffit de dire que la substance qui nous a semblé le mieux 
réunir les conditions voulues est l’hexachloréthane, €,Cl,. 

L’hexachloréthane tue directement les moustiques adultes 
qui se trouvent en présence de l'air dans lequel il se sublime. 

Des moustiques adulles qui se trouvent dans une atmo- 
sphére close contenant une dose minimum de 0 gr. 0043 d’hexa- 
chlorétane par 10 litres d’air sont tués au bout de deux heures 
trente minutes. Avec une dose de 0 gr. 070 par 10 litres d’air Jes 
moustiques meurent aprés une heure trente minutes. Ces doses 
n’agissent que dans une atmosphére non renouvelée, ce qu il est 
difficile, mais non pas impossible, d’obtenir dans la pratique. 

Ce fait restreint pourtant jusqu’a un certain point |’appli- 
cation de lhexachloréthane dans la lutte contre les moustiques 
adultes dans les habitations. De toute fagon, le gaz qu'il dégage 
par sublimation n’est ‘pas nocif pour homme ou d’autres 
mammiféres (rat blanc). 


LA LUTTE CONTRE LES LARVES ET NYMPHES, 


La lutte contre les moustiques adultes n’offre qu'un faible 
intérét par rapport celle contre les larves et nymphes, seule 
vraiment efficace. Ici une observation nous a mis sur la bonne 
voie. Des récipients contenant de l’eau dans laquelle se trou- 
vaient quelques nymphes du moustique Ochlerotatus nemorosus 
avaient été exposés pendant vingt-quatre heures a de lair 
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imprégné d’hexachloréthane. A prés ce laps de temps les nymphes 
ont été trouvées mortes dans l'eau. 

Cette expérience montre que l’air saturé d’hexachloréthane, 
1éthal pour les moustiques adultes, l’est aussi pour leurs formes 
aquatiques, lorsqu’elles se trouvent dans de l’eau exposée a 
cet air. 

Mais cette action léthale ne se fait sentir dans l'eau gqu’a 
partir d’une certaine concentration de l’hexachloréthane dans 
lair. Ainsi dans toutes les cloches, sauf celle contenant 
0 gr. 0043 dhexachloréthane par 10 litres d’air, les nymphes 
dans l’eau des récipients étaient toutes mortes. Elles vivaient 
encore dans |’eau des récipients sous la cloche ne contenant que 
0 gr. 0043 d’hexachloréthane par 10 litres d’air. 

De plus, l’hexachloréthane sous forme de cristaux, mis sur de 
eau contenant des larves de moustiques et exposée a lair 
libre, n’affecte pas ces Jarves. 

Il s’ensuit done que, pour agir, l’hexachloréthane doit se 
trouver sous forme d’une nappe de gaz sans interstices 4 tra- 
vers lesquels les larves et nymphes puissent venir respirer de 
Yair. Quand I‘hexachloréthane est mis & méme la surface de 
Peau sous forme de cristaux, ces interstices existent; de plus 
Vhexachloréthane ne s’étale pas. 

Cette notion d’une lutte par un gaz contre les larves et nym- 
phes de moustiques est nouvelle. Pour la réaliser nous avons 
eu lidée d’incorporer a l’hexachloréthane une substance inerte, 
finement broyée et dont chaque grain, flottant sur l’eau, serait 
entouré d’une couche d’hexachlorétane se sublimant rapide- 
ment et formant ainsi un gaz. La méthode des poudrages a été 
employée par Roubaud (1) [1920], et d’autres par la suite, pour 
étaler et véhiculer des poisons devant étre ingérés par les 
larves. Roubaud a étalé, sur la surface de l'eau contenant des 
larves de moustiques, une poudre contenant un principe 
toxique, destiné a étre ingéré (trioxyméthyléne) et un véhicule 
inerte (farine ou craie en poudre). Mais dans le cas présent la 
poudre n’est pas ingérée; elle sert uniquement de support au 
gaz toxique pour les larves et les nymphes. 


(1) Rousaup (E.), 1920, Emploi du trioxyméthyléne en poudre pour la des- 
truction des larves d’Anophéles. C. R. Acad. Soc., 174, p. 1524-1522. 


328 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


PrepaRATION. 


La premiére idée qui vienne & lesprit est de mélanger 
lhexachloréthane avec son véhicule et, par un broyage pro- 
longé, sans solvant, d’obtenir une poudre impalpable. 

Nous avons adopté le tale comme véhicule & cause de sa 
flottabilité et de son prix peu élevé. L’expérience nous a 
montré que l’hexachloréthane pur est trés difficile & réduire en 
poudre fine. Aussi avons-nous adopté la méthode suivante 
L’hexachloréthane est dissous dans un léger excés d’un sol- 
vant, en l’espéce du trichloréthyléne, Puis nous ajoutons du 
talc sous forme de poudre trés fine, nous mélangeons, et nous 
volatilisons le trichloréthyléne par exposition a lair. 

Le mélange sec obtenu est broyé en poudre impalpable et 
tamisé. Comme proportions, nous nous sommes arrété a 
66 2/3 p. 100 d’hexachloréthane et 33 1/3 p. 100 de talc. Ce 
choix a 6lé déterminé par le résultat des expériences décrites 
ci-dessous. 

Pour la fabrication industrielle il sera naturellement néces- 
saire de récupérer le trichloréthyléne par une distillation sous 
pression réduite & une température trés faible. 


[rrer QUALITATIF SUR LES LARVES ET NYMPHES AU LABORATOIRE. 


Dans des vases en verre contenant environ 1 litre d’eau 
nous plagons des larves obtenues par pente dans des récipients. 
L'eau est la méme que celle ot ont été pondues et ot ont 
grandi les larves. Le mélange contenant l’hexachloréthane est 
saupoudré en surface au moyen d'un soufflet, de telle facon que 
la poudre couvre uniformément la surface de l'eau. 

Le protocole d’expérience suivant est caractéristique. 


27 juilleé 1935: Dans trois vases, nous mettons de l'eau contenant une cen- 
taine de larves de Culex et d’Anophéles. Nous saupoudrons la surface de 
l'eau de deux vases, aprés quelques minutes, avec la poudre hexachloréthane 
66 2/3 p. 100-talc 33 1/3 p. 100 (H2-tl). Le troisiéme vase est conservé comme 
témoin ; son eau n’est pas saupoudrée. 

i7 h. 30 : Début de l’expérience. 

Aussitot aprés le poudrage, les larves d’Anophéles quittent la position 
horizontale ala surface de l’eau et prennent une position perpendiculaire A 
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elle. Elles cessent les mouvemeuts buccaux qu’elles font normalement. 
Toutes les larves, Anophéles et Culex, font des mouvements sp ismodiques, 
comme si elles étoaffaient et cherchaient 4 respirer. Elles ne plongent plus 
quand on s’approche brusquement, ainsi qu’elles le font ‘normalement. Les 
larves de Culex plongent vers le fond en se mordant le siphon, ow se produit 
irritation premiére, ce qui leur donne une forme d’arceau. 

48 heures: Plusieurs larves de Culex et d’Anophéles sont mortes au fond 
des deux vases donl l’eau a été saupoudrée. 

Dans le vase témoin, les larves sont dans leur position normale en surface 
et ne font presque pas de mouvements, sauf quand on les dérange en s’appro- 
chant brusquement; elles plongent alors, puis remontent quelques instants 
apres. 

18 h. 15 : Le nombre de larves au fond des vases en expérience a beau- 
coup augmenté. Les Culex tombent en se tortillant ou en se mordant le 
siphon; certaines larves ne se relévent plus. Les Anophéles tombent tout 
droit; certains reslent couchés au fond du vase. Quelques larves qui sont 
tombées au fond essaient de se relever, montent de 4 43 centimétres, puis 
retombent comme si elles subissaient une paralysie. 

18h. 45: Le nombre de larves de Culex et d’Anophéles au fond des deux 
vases en expérience augmente. Dans un vase, il n’y a plus en surface que 
quelques Anophéles, dans l’autre vase ne restent en surface que quelques 
Anophéles et deux Culex. Quelques larves de Culex au fond de ces deux 
vases font parfois des mouvements cloniques, !désordonnés, mais trés vio- 
lents, essaient de remonter en surface, tournent autour du vase, puis 
retombent inertes au fond, en se mordant le siphon. Une fois au fond, apres 
ces mouvements agoniques, ces larves se raidissent et meurent. 

49 h. 30: Dans un vase, il ne reste plus que six larves d’Anophéles, per- 
pendiculaires 4 la surface, posilion anormale pour elles. Dans l'autre vase, 
il ne reste que quelques Anophéles en méme position, et une larve de Culex. 

49h. 45 : Seules quelques larves d’Anophéles sont encore en surface, en 
position anormale. 

28 juillet 1935, 8 heures: Toutes les larves dans les vases en expérience 
sont mortes. Dans le vase témoin, non saupoudré, toutes les larves d’Ano- 
phéles et de Culex sont vivantes. 


Cette expérience nous montre que l’effet toxique de I'hexa- 
chloréthane se fait sentir sur les larves immédiatement aprés 
le poudrage. Mais la mort ne survient, d’aprés les individus, 
qu’au cours des deux heures qui suivent. 

Au bout de ce laps de temps, on peut considérer toutes les 
larves comme étant détruites, l’infime minorité qui est encore 
vivante étant irrémédiablement condamnée. Mais si la poudre 
était balayée par le vent, ou enlevée au bout d’une heure, une 
trés grosse proportion des larves seraient déja mortes ou ago- 
nisantes. 

Les expériences faites avec des mélanges de talc ou de char- 
bon de bois en poudre contenant 1 p. 100 d’arséniate d’alumine 
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ou d’acéto-arsénite de cuivre surla surface de l'eau, ne donnent, 
au laboratoire, que des résultats négatifs. Les larves de Culex 
nen ingérent pas du tout, méme dans la nature, et les larves 
d’Anophéles, qui en ingérent dans la nature, ne le font pas au 
laboratoire. Les quelques morts de larves qui surviennent sont 
dues & des causes mécaniques, car le poudrage avec du tale 
seul, sans qu'il contienne de substance toxique quelconque, 
provoque souvent la mort d’un nombre restreint de larves. 

Dans les conditions du laboratoire les poudres arsenicales 
ne tuent pas plus de larves que la poudre de tale pure. Il 
semble bien que les morts, dans l'un et l’autre cas, soient dues 
uniquement ala géne mécanique provoquée dans la respiration 
des larves par le poudrage de l’eau, que ce poudrage conlienne 
ou non une substance toxique. 

Par contre l’effet du mélange hexachloréthane-tale est radi- 
cal. Toutes les larves sans exception, Culex ou Anophéles, sont 
tuées au bout d’un temps relativement court. L’effet ici est da, 
non plus a la géne mécanique que provoque une poudre fine 
dans la respiration des larves, mais & l’action extrémement 
toxique du gaz hexachloréthane sur celles-ci. 

Lia question des nymphes de moustiques doit également 
attirer notre attention. Il est avéré que les poudres arsenicales, 
agissant par voie digestive, ne peuvent avoir aucun effet 
toxique sur les nymphes de moustiques, qui ne prennent 
aucune nourriture. Seules, jusqu’ici, les huiles avaient une 
aclion positive, car elles provoquent le méme effet sur les 
nymphes que sur les larves, par leur action toxique et suffo- 
canie. 

L’hexachloréthane, comme les huiles, agit aussi bien sur les 
nymphes que sur Jes larves. Agissant par voie respiratoire sur 
le systeme nerveux, cette substance provoque une paralysie 
aussi bien chezl’une que chez l'autre forme. Mais nous verrons 
plus bas que la concentration de l’hexachloréthane dans le 
mélange hexachloréthane-tale doit étre plus forte pour tuer les 
nymphes que les larves. 

Ceci semble di au fait que les nymphes projettent avec plus 
de force que les larves leurs tubes respiratoires au-dessus de la 
couche superficielle de l’eau dans laquelle elles se trouvent. Si 
la couche de gaz toxique est faible, elle suffit pour tuer les 
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larves, mais non pas les nymphes, qui ont plus facilement acces 
a lair pur au-dessus de cette couche. L’expérience suivante 
semble bien démontrer ce fait. 


29 juillet 1935 : Dans un vase, je mets 1 litre d’eau contenant environ 
200 larves et de nombreuses nymphes d’Anophéles et de Culex. Je saupoudre, 
aprés quelques instants, la surface de l’eau avec une couche tres fine du 
mélange hexachloréthane 66 p. 100-talc 33 p. 100. 

Début de Vexpérience, 10 heures: Aussitot aprés le poudrage, les larves ont 
les mouvements caractéristiques d’intoxication par l’hexachloréthane, tombent 
au fond du vase en se mordant le siphon, font des mouvements cloniques 
saccadés. Les nymphes vont vers le fond ou changent constamment de place 
en surface, comme si elles cherchaient de lair pur. 

41 h. 30: Toutes les larves sont mortes. Seules 4 nymphes vivent encore. 

30 juillet 1935, 8 h. 30: Les 4 nymphes vivent toujours. Je saupoudre l’eau 
avec une nouvelle couche du mélange hexachloréthane 66 p. 100-tale 33 p. 100. 

10h. 30 : Les 4 nymphes sont mortes. 


Ainsi, alors qu’une trés mince couche du mélange hexa- 
chloréthane-talc suffit pour tuer toutes les larves et presque 
toutes les nymphes, il faut une couche suffisamment épaisse 
pour se débarrasser de la totalité des nymphes. 

On constale que méme au laboratoire le mélange hexachlo- 
réthane 50 p. 100-tale 50 p. 100 ne suffit pas pour détruire les 
nymphes, alors qu’il tue les larves. Le mélange hexachloréthane 
66 p. 100-talc 33 p. 100, par contre, détruit 4 la fois les larves 
et les nymphes. Il semble donc, d’aprés ces résultats et ceux 
que nous exposerons plus bas, concernant les essais faits dans 
la nature, que ce soit ace dernier mélange que l’on doive 
s'arréter dans la pratique. 


EssalS DANS LA NATURE. 


Les grandes étendues d’eau qui ne sont pas interrompues par 
de la végétation sont toujours en mouvement et, de ce fail, la 
transformation de la nymphe en moustique adulte, qui néces- 
site de l’eau calme, ne peut pas se faire. De plus, ces masses 
d’eau contiennent trés souvent des poissons et des insectes pré- 
dateurs; on n'y trouve donc en général pas de moustiques. 
Ceux-ci préférent les petites nappes ou flaques d’eau calme, 
telles que celles des réservoirs ou bassins(fig. 1) des maraichers, 
les accumulations d'eau de pluie, les tonneaux, etc. Ce sont 
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done ces endroits que nous avons employés pour l’expérimen- 
tation dans la nature. Nous résumons ici les résultats de 
nombreux essais. 

Le mélange hexachloréthane 66 p. 100-tale 33 p. 100 éli- 
mine radicalement toutes les larves et nymphes de Culex, en 
ne nuisant ni aux petits crustacés, ni aux plantes aquatiques 
(Lemnas) de surface. Par contre, des mélanges contenant 


Fic. 14. — Bassins, dans la forét de Rochefort-en-Yvelines, 
dont l'eau est saupoudrée avec le mélange hexachloréthane-talc. 


moins d’hexachloréthane ne sont pas efficaces dans la nature, 
et sont a rejeter. 

Nous avons dit plus haut que l’un des inconvénients des 
huiles dans la lutte antilarvaire est qu’elles écartent les 
femelles moustiques pondeuses et que celles-ci sont incitées & 
rechercher des gites de ponte nouveaux souvent inaccessibles & 
"homme. Ceci n’est pas le cas pour l’hexachloréthane qui se 
sublime rapidement. Quant au talc, substance neutre, il n’in- 
commode pas les femelles pondeuses et il est d’ailleurs balayé 
rapidement par le veat. 
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Pour de petites quantités d’eau contenues dans des bassins, 
Jarres et autres petits récipients, il suffit de trés petites quan- 
lités du mélange A2-t1 pour détruire toutes les formes aqua- 
tiques des moustiques. Pour les grandes masses d’eau, il nous 
a semblé utile de déterminer la quantité du mélange nécessaire 
pour une surface donnée. 


Par temps de vent trés léger nous avons poudré un dépdét 


Fic. 2. — Poudrage d'un dépot d’eau de pluie avec une poudreuse. 


Partie délimitée par de la terre et poudrée au soufflet : 


Surface saupoudrée : 36 métres de long X1 m. 75 de large en moyenne 
= 63 métres carrés. 

Quantité de poudre employée : 3 kilogr. 560. 

Quantité de poudre employée par 100 métres carrés : 5 kilogr. 650. 

Temps passé : quarante minutes. 

Temps passé pour 100 métres carrés : soixante-trois minutes. 


Partie délimitée par de la terre et poudrée a la poudreuse : 


Surface saupoudrée : 28 métres de long X1 m. 50 de large en moyenne 
= 42 métres carrés. 

Quantité de poudre employée : 2 kilogrammes. 

Quantité de poudre par 100 métres carrés : 4 kilogr. 760. 

Temps passé : vingt minutes. 

Temps passé pour 100 métres carrés : quarante-sept minutes. 
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d’eau de pluie, en Camargue (fig. 2). Nous avons pesé la quantité 
du mélange A2-¢1 employée, et avons mesuré la surface recou- 
verte, aprés avoir vérifié avec l’épuisette la présence de trés 
nombreuses larves de Culex. 

Ainsi, par 100 métres carrés, on emploie avec la poudreuse 
1 kilogramme du mélange A2-¢1 en moins qu’avec le soufflet et 
l'on gagne un quart d’heure sur ce dernier procédé. I] semble 
qu’avec une soufreuse ordinaire, on irail beaucoup plus vite 
en n’employant pas beaucoup plus de poudre. 

De toutes facons, quel que soit le procédé employé, les larves 
sont tuées. 

Le lendemain du poudrage, aussi bien dans la partie poudrée 
au soufflet que dans celle poudrée avec la poudreuse, de nom- 
breux coups d’épuisette n’ont pas ramené une seule larve ou 
nymphe vivante, mais seulement quelques cadavres de larves. 


Krrer DE L'HEXACHLORETHANE SUR LES PLANTES AQUATIQUES, 
PETITS INVERTEBRES AQUATIQUES ET POISSONS. 


Nous avons vu précédemment que le mélange hexachloré- 
thane 66 p. 100-tale 33 p. 100 élimine radicalement, dans les 
bassins, toutes les larves et nymphes de moustiques, en ne 
nuisantni aux petits crustacées aquatiques, ni aux plantes aqua- 
tiques de surface (Lemnas). Ces petits crustacés servent de 
nourriture aux poissons. I] est donc indispensahle qu’ils ne 
soient pas détruits. De plus, leur survie montre que |’hexa- 
chloréthane n’empoisonne pas l'eau et permet aux petits inver- 
tébrés aquatiques de continuer 4 respirer normalement. 

De plus, dans les quelques cas ow l’hexachloréthane a été mis 
en surface la ot existaient des poissons, nous n’avons jamais 
conslaté la mort des poissons. II est certain que dans beaucoup 
de cas, il n’est pas nécessaire de poudrer les masses d’eau ot 
des poissons sont présents, car ceux-ci se chargent eux-mémes 
de la destruction des formes aquatiques des moustiques. 

Il est difficile, au laboratoire, de faire des expériences con- 
cernant effet de lhexachloréthane sur les poissons. D’une 
part, ’hexachloréthane persiste en surface beaucoup plus long- 
temps que dans la nature, ou il est sublimé en tolalité et balayé 
par le vent dans les quelques heures qui suivent le poudrage. 


alle 
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D'autre part, dans les récipients de petites dimensions dont on 
dispose au laboratoire, les poissons ne sont pas dans leurs con- 
ditions naturelles, et ils risquent de faire tomber du mélange 
au fond de l’eau qui se trouve en quantité restreinte par rapport 
a la surface. 

Malgré cela, des poissons rouges (Caraussius auratus), placés 
dans un récipient mesurant 57 X 140 centimetres et contenant 
40 cent. cubes d’eau en profondeur ont résisté au poudrage 
avec du A2-¢1. Au bout de trente-deux heures, ils vivaient tou- 
jours malgré une odeur persistante d'hexachloréthane en surface. 

Des plantes aquatiques, Myriophylium et Fontinalis, placées 
avec ces poissons dans les mémes conditions et pendant le 
méme laps de temps, ont résisté également. 

Dans la nature, ces conditions extrémes du _ laboratoire 
n’existent pas, ainsi que nous venons de le dire. Aussi, ces 
résultats du laboratoire confirment-ils nos observations dans la 
nature, ot nous n’avons pas observé d’effet nocif de l’hexa- 
chloréthane sur les poissons, les petits invertébrés, ni les 
plantes aquatiques. 


Résumé ET CONCLUSIONS. 


Nous proposons un nouveau mode de lutte chimique contre 
leslarves et lesnymphes des moustiques. Jusqu'ici, les procédés 
de lutte chimique contre ces formes aquatiques consistaient a 
les étouffer et les intoxiquer par les huiles, & leur faire ingérer 
des substances toxiques, ou & empoisonner l’eau dans laquelle 
elles vivent. 

L’hexachloréthane tue directement les moustiques adultes 
qui se trouvent en présence de lair dans lequel il se sublime, 
et indirectement les formes aquatiques quand l’eau dans 
laquelle elies se trouvent est en contact avec de lair dans 
lequel ’hexachloréthane est sublimé en forte quantité. 

Notre nouvelle méthode consiste & détruire les larves et les 
nymphes par le gaz qui est produit & partir d’hexachloréthane 
solide mis sur la surface de l’eau méiangé & un véhicule ; 
Yhexachloréthane se sublime rapidement. 

Nous décrivons le mode de préparation du mélange hexa- 
chloréthane-véhicule, en l’espéce du tale en poudre fine. Nous 
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nous sommes arrété A la formule hexachloréthane 66 2/3 
p. 100-talc 33 1/8 p. 100 (A2-1). Ce mélange détruit non seule- 
ment les larves, comme des mélanges contenant moins d’hexa- 
chloréthane, mais aussi la presque totalité des nymphes. Nous 
décrivons des essais comparatifs avec des produits a base 
d’arsenic et avec des mélanges contenant un pourcentage plus 
faible d’hexachloréthane. 

Le mélange hexachloréthane-talc parait pénétrer dans les 
formes aquatiques des moustiques par voie du systéme respi- 
ratoire, mais son action semble étre paralysante et agir en 
dernier lieu sur le systeme nerveux. 

Une simple couche du mélange hexachloréthane 2/3-tale 1/3, 
sur l’eau, dans la nature, suffit pour détruire en quelques 
heures toutes les larves et la presque totalité des nymphes, 
méme s’il s’en trouve des centaines de milliers dans cette eau. 

Les avantages de cette méthode sur celles employées jusqu’a 
présent sont les suivants : elle ne souille pas l’eau.et ne la rend 
pas impropre aux usages domestiques ou & l’arrosage des 
légumes. Elle ne détruit pas les organismes qui se trouvent 
dans l'eau traitée. Le mélange pénétre bien dans les agglomé- 
rats d’herbes et d’algues. Les femelles moustiques pondeuses 
ne sont pas écartées définitivement et incitées & rechercher des 
gites de ponte nouveaux, souvent inaccessibles & ’homme. Le 
mélange 2-t1 n’est pas toxique pour homme et les animaux. 
Il détruit les larves et les nymphes de toutes les espéces Culez, 
Anopheles, etc., enfin, c'est un procédé qui nest pas trés coiteux. 

Le mélange hexachloréthane-tale est un produit qui réunit 
les avantages des huiles avec ceux des poudres larvicides. 

Il est applicable dans des conditions trés variées, mais sur- 
tout dans les petites accumulations d’eau qui restent exposées 
en permanence & l’air, telles que les bassins d’arrosage, les 
tonneaux d’eau de pluie, etc. 

Comme les autres méthodes chimiques employées jusqu’ici, 
il faut en faire usage & intervalles réguliers pendant la saison 
de reproduction des mousliques. Mais son innocuité permet de 
la mettre entre des mains peu expérimentées. 


Le Gérant : G. Masson. 
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